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DESCRIQAO 



Ambit o da invenQao 

A presente invenQao refere-se a urn processo e 
dispositivo de ensaio para determinaQao colorimStrica de com— 
ponentes quxmicos e bioqulmicos (analiticos) em fluidos aquo- 
sos especialmente sangue completo* Numa realizaQao preferida 
refere-se a urn processo e dispositivo de ensaio para medir a 
concentra^ao de glicose no sangue completo por meio de colori 
metria. 

Ant ece dent es da invenQao 

£ de uma import an cia cada vez maior a quant i- 
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ficaQao de component es quimicos e bioquxtnicos em fluidos aquo 
sos coloridos* especialmente fluidos biol6gicos coloridos co- 
mo o sangue completo e a urina e derivados de fluidos biolSgi 
cos como o soro sangulneo e plasma sanguineo. Existem impor- 
tantes aplicasoes no diagnostico e tratamento m&dico e na quan 
tifica^ao da exposi<?ao a raedicamentos terapeuticosj intoxican 
tesj produtos quimicos perigosos e analogos. Por vezes, as 
quantidades de materials a ser determinados sao ou tao minus- 
culos — na varia<?ao de urn micrograma ou menos por decilitro — 
ou tao diflceis de determinar com precisao que o aparelho uti 
lizado % complicado e &til so para pessoal de laborat6rio es- 
pecializado. Neste caso os resultados nao estao geralmente dis 
poniveis em algumas horas ou dias apos a recolha da amostra. 
Noutras vezes > ha normalmente uma enfase na aptidao de opera— 
dores leigos para realizar o teste de modo rotineiro* rapido 
e reproduzivel fora de um ambient e de laboratorio com rapida 
ou imediata apresenta^ao da informaQao. 



Um ensaio ou analise medica comum % a medi<?ao 
dos nlveis de glicose do sangue por diabSticos. Ensinamentos 
correntes aconselham os doentes diabSticos a medir o seu nx— 
vel de glicose do sangue desde duas a sete vezes por dia de— 
pendendo da gravidade da doenga ou dos seus casos individuals. 
Baseando— se no modelo observado nos nxveis de glicose medidosj 
o doente e o mSdico juntos fazem ajustes na dieta* exercxcio 
e injec^ao de insulina para controlar melhor a doenga* Claro 
que esta informaQao deve estar de imediato a disposiQao do 
doente* 

Actualmente um metodo largamento utilizado nos 
Estados Unidos emprega um artigo de ensaio do tipo descrito na 
Patente Norte Americana n2 3 298 789 emitida em 17 de Janeiro 
de 1967 a Mast. Neste metodo coloca— se uma amostra de sangue 
completo 5 fresco* (normalmente 20-40 jil) numa almofada de re- 
agente revestida de etil-celulose que contem um sistema de en 
zimas possuindo actividade de glicose oxidase e peroxidase. 0 
sistema de enzimas reage com a glicose e liberta per6xido de 
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hidrog&nio» A almofada tambSm contem urn indicador que reage 
com o perfixido de hidrog&nio na presen<?a de peroxidase para 
proporcionar uma cor propor clonal em intensidade ao nivel de 
glicose da amostra. 

Um outro mStodo de ensaio de glicose do san- 
gue emprega quimica semelhante mas em vez da almofada revesti 
da de etil-celulose emprega uma pelicula resistente a agua 
atravSs da qual se dispersam as enzimas e o indicador* Este 
g&nero de sistema est& descrito na Patente Norte Americana 
3630 957 emitida em 28 de Dezembro de 1971 a Rey ejb al. 

Em ambos os casos deixa-se que a amostra per- 
maneQa em contacto com a almofada de reagente durante um de- 
terrainado tempo (normalmente um minuto). Entao ? no primeiro 
casoj lava-se a amostra de sangue com uma corrente de agua en 
quanto no segundo caso se limpa a pelicula. A almofada de re- 
agente ou a pelicula S entao seca por enxugamento e avaliada. 
Faz-se a avalia9ao quer por comparaQao da cor obtida com uma 
tabela de cores ou por coloca^ao da almofada ou pelicula num 
instrumento de reflectancia para leitura de um valor da inten 
sidade da luz. 

Embora se tenha utilizado durante anos os m&— 
todos referidos ant eriormente para controlar a glicose > estes 
apresentam certas limita<?oes» 0 tamanho da amostra necessaria 
& bastante grande para um teste de picada de dedo e e dificil 
de obter para algumas pessoas cujo sangue capilar nao se mani 
feste de imediato. 

Alem dissoj estes mStodos partilham uma limi- 
ta$ao com outras simples determinaQoes colorimetricas para 
operadores leigos em que o seu resultado e baseado numa leitu 
ra de cor absoluta a qual esta por sua vez relacionada com a 
extensao absoluta da reac^ao entre a amostra e os reagentes 
de teste* 0 facto de a amostra ter de ser lavada ou limpa da 
almofada de reagente apos o intervalo de tempo da reacQao exi 
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ge que o utilizador esteja pronto no fim do intervalo de tem- 
po e limpe ou aplique um fluxo de lavagem na altura devida^ 0 
facto de a reac<?ao parar por reraogao da amostra conduz a algu 
ma incerteza no resultado> especialmente nas maos so utiliza- 
dor domSstico. Uma lavagem excessiva pode apresentar resulta- 
dos baixos e uma lavagem insuficiente pode apresentar resulta 
dos elevados. 

Um outro problema que muitas vezes existe em 
determinates colorimStricas simples para operadores leigos e 
o da necessidade de se iniciar uma sequencia de tempo quando 
se aplica o sangue a uma almofada de reagente. Um utilizador 
provocarS normalmente uma picada num dedo para obter uma amos 
tra de sangue e necessitara entao de > simultaneamente, apli— 
car o sangue do dedo a uma almofada de reagente enquanto ini- 
cia um circuito de tempo com a sua outra mao 9 necessitando por 
isso das duas maos simultaneamente* Isto e parti cularmente di 
ficil visto que & muitas vezes necessario assegurar-se que o 
circuito de tempo comegou apenas quando se aplicou o sangue a 
almofada de reagente. Todos os metodos da tScnica anterior ne 
cessitam de manipulagoes adicionais ou circuigao adicional pa 
ra se obter este result ado* Assim? e desejavel a simplifica— 
9ao desta caracteri stica dos instrumentos de leitura por re- 
f lectanciat 

A presenQa de globulos vermelhos ou outros 
componentes coloridos interfere muitas vezes com as medigoes 
destes valores absolutes, exigindo-se assim a exclusao de glo 
bulos vermelhos nestes dois metodos anteriores como se tern 
largamente praticado. No dispositive da Patente Norte America 
na n<* 3 298 789 > uma membrana de etil-celulose impede os gl6- 
bulos vennelhos de entrar na almofada de reagente. Do mesmo 
modo, a pellcula a prova de agua da Patente Norte Americana 
nfi 3 63O 957 impede os gl6bulos vermelhos de entrar na almofa 
da. Em ambos os casos a lavagem ou limpeza tambSm actua na re 
mo$ao destes glSbulos vermelhos que interferem pot encialmente > 
antes da medi^ao. 
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Deste modoj permanece a necessidade de um sis 
tema de detecgao de analitos em liquidos coloridoS) como o 
sanguej que nao necessite da remoQao de liquido em excesso de 
uma tira de reflectancia da qual se obtSm uma leitura da re- 
flect an ci a 

Re sumo da invent ao 

Proporcionam-se novos metodos> compos! goes e 
dispositivo para testes de diagnostico que compreendem uma 
uma matriz porosa hidrofllica que contSm um sistema de produ- 
Qao de sinal e um dispositivo de medi$ao de reflectancia que 
& activado por uma alteraQao na reflectancia da matriz quando 
o fluido penetra na matriz. 0 metodo compreende a adi$ao da 
amostra* normalmente sangue complete > a matriz que filtra par 
tlculas grandest como globulos vermelhoS) normalmente com a 
matriz presente no dispositivo* 0 sistema de produ$ao de si- 
nal produz um produto que altera post eriormente a reflectan- 
cia da matriz? cuja altera9ao pode ser relacionada com a pre— 
senga de um analito na araostra. 

Exemplo do sistema de teste de diagnostico S 
a determina^ao da glicose no sangue corapleto j em que a deter— 
mina$ao se faz sem interferencia a partir de sangue e sem um 
protocolo complicado sujeito a erro. 

MP 

Breve descrigao dos desenhos 

A presente invengao pode ser melhor compreen- 
dida com referenda a descriQao pormenorizada que se segue 
quando lida em con junto com os desenhos anexos, em que: 

A figura 1 e uma vista em perspectiva de uma 
realizaQao de um dispositivo de ensaio que contem a almofada 
da reac$ao a qual se aplica o fluido a ser analizado} 

A figura 2 & um diagrama esquematico de um 
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dispositivo que pode ser utilizado na pratica da presente in- 
vent aoi 

A figura 3 & uma vista em perspectiva de uma 
realiza<?ao preferida do dispositivo de ensaio da presente in— 
ven9ao colocado dentro de urn si sterna de medi^ao} 



A figura k & uma vista planificada amp li a da 
de uma realizasao preferida do dispositivo de ensaio da pre- 
sente invenQao colocado dentro de am sistema de medi<?ao} 



A figura 5 & um gr&fico que assinala uma cor— 
recQao de segunda ordem para eliminar erros devidos a efeitos 
da cromatografia durante a utiliza<?ao da presente inven^ao } 

As figuras 6a e 6b sao diagramas de varrimen— 
to dos valores de glicose conforme medidos por uma realiza<?ao 
preferida da presente invenQao (denominado sistema MPX de com 
primento de on da simples) graficamente represent ados em oposi 
9ao aos valores de glicose da Iellow Springs Instruments 
(YSi; e 

As figuras 7aj 7b? 7c e 7d sao diagramas de 
varrimento de valores de glicose conforme medidos por uma se- 
gunda realiza^ao preferida da presente invensao (denominada 
sistema MPX de comprimento de on da dual) graficamente repre- 
sent ados em oposi<?ao aos valores de glicose da "Yellow Springs 
Instriments" (YSI). 

DescriQao po rmenorizada A a ^A n 5L ei \£&£. ^ 
0 elemento reagent e 

A presente invengao proporciona uma metodolo- 
gia melhorada rapida e simples que utiliza um dispositivo se- 
guro e facil de operar para a determina^ao de analitos como a 
glicose > envolvendo e specif icament e um substracto de enzima 
que re suit a na produsao de perSxido de hidrogenio como um pro 
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duto da enzima. 0 metodo inclui a aplicasao a uma matrix poro 
sa de urn pequeno volume de sangue completoj suficiente para 
saturar a matriz. Note-se que o presente sistema e susceptl- 
vel de determinacao de nxveis de glicose a partir de leituras 
Spticas de amostras de sangue completo. £ desnecessaria a se- 
paragao do plasma do sangue da amostra? e a presente invencao 
evita a necessidade deste passo. Alem disto> este sistema e 
susceptivel de realizacao de leituras correctas contanto que 
apenas um pequeno volume sature a matriz da tira de teste. Pa 
ra alem deste limite? a leitura e independente do volume. Li- 
gados a matriz encontraffl-se um ou mais reagentes de um siste- 
ma de producao de sinal> que resulta na produgao de um produ- 
to resultante numa alteracao inicial na quantidade de reflec- 
tancia da matriz. A matriz encontra-se normalmente presente 
num dispositivo de medicao da reflectancia quando se aplica o 
sangue* A amostra llquida penetra a matriz > re suit an do numa 
alteracao inicial da reflectancia na superficie de medicao. 
Faz-se entao a leitura uma ou mais vezes apos a alteracao ini 
cial da reflectancia para referir a alteracao posterior da re 
flectancia na super fx cie de medicao ou na matriz como resulta 
do da formacao do produto da reaccao £ quantidade de analito 
na amostra. 

Para medicoes no sangue* especialmente medi- 
coes de glicose > utiliza-se normalmente sangue completo como 
veiculo de teste. A matriz contem uma enzima oxidase que pro— 
duz perSxido de hidrogenio. Tambem contida na matriz estara 
uma segunda enzima 9 especificament e uma peroxidase 9 e um sis- 
tema de cor ante que pro duz um produto de absorcao de luz con— 
juntamente com a peroxidase. 0 produto de absorcao de luz al- 
tera o sinal de reflectancia do sistema da matriz. Com sangue 
completo * as leituras fazem-se em dois comprimentos de onda 
diferentes* com a leitura de um comprimento de onda utilizada 
para separar a interf erencia de segundo piano causada pelo he 
mat6crito 9 oxigena<?ao sanguinea* e outras variaveis que podem 
afectar o resultado. Assim* a presente invencao S susceptivel 
de analisar amostras de sangue complete 
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Utiliza— se urn eleraento reagente que inclui a 
matriz e os membros do sistema de produ9ao de sinal contidos 
na matriz. 0 element o reagente pode incluir outros componen- 
tes para aplica9oes especlficas. 0 metodo requer a aplica9ao 
de urn pequeno volume de sangue } que normalmente nao tenha si- 
do sujeito a tratamento anterior (a nao ser um tratamento por 
op<?ao com um anticoagulant e ) > a matriz. 0 periodo de tempo da 
medi9ao £ activado ou iniciado *pelo dispositivo detectando au 
tomaticamente uma altera^ao na reflectancia da matriz quando 
o fluido penetra na matriz. A alterasao na reflectancia para 
alem de um periodo de temoo pre-det erminado como resultado da 
forma<?ao do produto da reacqao esta entao relacionada a quan- 
tidade de analito da amostra. A intensidade da fonte de luz 
utilizada para analisar a amostra 4» naturalmente , tambem cui 
dadosamente controlada e regulada para assegurar a possibili- 
dade de repeti9ao da medi9ao. 

0 primeiro componente da presente invenQao a 
considerar & um elemento reagente, por conveniencia em forma 
de uma almofada* que inclui uma aatriz porosa inert e e o com- 
ponente ou componentes de um sistema de produ9ao de sinal* cu 
jo sistema S susceptlvel de reacgao com um analito para produ 
zir um produto de reacQao de absor9ao de luz* impregnado nos 
poros da matriz porosa. 0 sistema de produQao de sinal nao im 
pede de modo significativo o fluxo do liquido atravSs da ma- 
triz. 

A fim de auxiliar a leitura da reflectancia* 
S preferivel que a matriz possua pelo menos um lado que seja 
liso e piano. Normalmente, forma-se a matriz numa folha fina 
com pelo menos um lado liso e piano. Em utiliza9ao* aplica-se 
a amostra de liquido a ser analisado a um dos lados da folha 
em que qualquer composto do teste presente passa atraves do 
elemento reagente por meio de acgoes de capilaridade » torcida* 
fluxo de gravidade ou difusao. Os componentes do sistema de 
produgao de sinal presentes na matriz reagirao para proporcio 
nar um produto de reac9ao de absor9ao de luz* A luz incidente 
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encontra o element o reagent e num local different e do local ao 
qual se aplica a amostra. A luz e entao reflectida a partir 
da superflcie do elemento como luz reflectida difusa* Esta 
luz difusa e recebida e medida? por exemplo pelo detector de 
urn espectrofotSmetro de ref lectencia. A quantidade de luz re 
flectida estara relacionada com a quantidade de analito na 
amostra* sendo normalmente uma fungao inversa da quantidade 
de analito na amostra. 

A matriz 

Cada utn dos componentes necessarios para a 
produQao do elemento reagente sera descrito em tempo* 0 pri- 
meiro component e e a prSpria matriz. 

A matriz sera uma matriz porosa hidrofxlica a 
qual se ligam os reagentes de modo covalente ou nao-covalen- - 
te. A matriz permitira o fluxo de um veiculo aquoso atraves 
da matriz* Permitira tambem a liga$ao de composiQoes de pro- 
telnas a matriz sem significativamente afectar de modo adver- 
se a actividade biolSgica da proteina* isto e } a actividade 
enzimatica de uma enzima. Na extensao a que as proteinas tern 

de ser ligadas de modo covalente* a matriz possuira locais pa 
00 

ra a liga9ao covalente ou pode ser activada por meios conheci 
dos pela tecnica. A composicao <i a matriz devera ser reflecti- 
da e de espessura suficiente para permitir a forma^ao de um 
corante de absorgao de luz no volume nao ocupado ou na super- 
flcie a fim de afectar de modo substancial a reflectancia a 
partir da matriz. A matriz pode ser de uma composicao unifor- 
me ou um revestimento num substracto que proporcione as pro— 
priedades fisicas e estrutura necess&rias. 

A matriz nao se deformarS ao molhar-se* ret en 
do assim a sua conformaQao e tamanho originais. A matriz pos- 
suirS uma absor$ao definida* para que o volume que % absorvi- 
do possa ser calibrado entre limites razoaveis* sendo as va- 
ria9oes normalmente mantidas abaixo de cerca de 50%* de prefe 
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rencia nao superiores a 10%. A matriz possuira resistencia a 
agua suficiente para permitir a manufactura de rotina* A ma— 
triz permitira que os reagentes ligados de modo nao-covalente 
sejam distribuidos de um modo relativamente uniforrae na super 
ficie da matriz. 

Como exemplos de superficies de matriz estao 
as poliamidasj especialmente com amostras que involvam sangue 
complete As poliamidas sao polimeros de condensa^ao de monS- 
meros de entre 4 a 8 atomos de carbono j em que os raonomeros 
sao lactamas ou combinaQoes de diaminas e Scidos di— carboxili 

MM 

cos. Tambem podem ser utilizaveis outras compo siloes polim&ri 
cas que possuam propriedades comparaveis. As composites de 
poliamidas podem ser modificadas para introduzir outros gru- 
pos funcionais que proporcionem estruturas de carga* para que 
as superficies da matriz possam ser neutraS) positivas ou ne- 
gatives j bem como neutraS) basicas ou acidas. As superficies 
preferidas sao as de carga positiva* Concluiu-se que esta car 
ga positiva aumenta quer a estabilidade quer a durabilidade. 

Quando utilizada com sangue total* a matriz 
porosa possui de preferencia poros com um diametro mSdio com— 
preen dido entre 0*1 e 2*0 jam* de preferencia entre 0*6 e 1*0 
jim. Quando a matriz porosa contSm poros possuindo um diametro 
medio de 0*8 um* a amostra de sangue nao causara um efeito 
cromatografico. Isto significa que a amostra de sangue nao 
procurara sair dos bordos da matriz circular. Pelo contrario* 
o sangue permanece localizado dentro de todos os poros da ma- 
triz e proporciona uma possibilidade de leitura uniforme de 
toda a matriz* Alem disso* este tamanho de poro maximiza o 
efeito de nao— man ch am en to do sangue. Isto £* o tamanho do po- 
ro e simultaneamente cheio de modo adequado * mas nao cheio de 
mais* para que o nivel do hematScrito de sangue nao seja a 
causa de a amostra necessitar de ser enxuta antes da leitura 
da amostra. TambSm se concluiu que os poros deste tamanho sao 
optimo s quando se tern em considera9ao a durabilidade e a esta 
bilidade. 
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Um tnodo preferido de preparaQao do material 
porofio & moldar o polimero hidrof£lico num n&cleo de fibras 
nao tecidas. As fibras do n&cleo podem ser de qialquer mate- 
rial fibroso que possuam a integridade e resistencia descri- 
tas) como os poliSsteres e poliamidas. 0 reagent e que formara 
o produto de reacgao de absorgao de luz* que sera apresentado 
posteriormente em detalhe* esta presente dentro dos poros da 
matriz mas nao obstrui a matriz para que a porgao liquida do 
velculo de teste * por exemplo sangue * ao ser analisado* possa 
fluir atrav&s dos poros da matriz * enquanto que as particulas 
tais como os eritrScitos* sejam retidas a superficies 

A matriz 6 reflectiva de modo substancial pa- 
ra que proporcione uma reflectancia diffusa sem a utilizaQao 
de um suporte reflectivo. De preferencia pelo menos 25%* com 
maior preferencia pelo menos 50% * da luz incident e aplicada a 
matriz £ reflectida e emitida como reflectancia difusa. Utili 
za-se normalmente uma matriz de espessura inferior a 0*5 mm* 
sendo preferivel com espessura compreendida entre 0*01 mm e 
0*3 mm* £ ainda de maior preferencia uma espessura entre 0*1 
mm e 0*2 mm* especificament e para matriz de nylon. 

Normalmente* a matriz estara ligada a um su- 
porte a fim de lhe proporcionar forma fisica e rigidez* embo— 
ra isto possa nao ser necessario# A figura 1 apresenta uma 
realiza<?ao da presente invengao em que ha uma tira 10 que pos 
sui uma fina almofada de matriz hidrofllca 11 colocada numa 
extremidade de um suporte de plastico ou pega 12 por meio de 
um adesivo 13 que une de modo firme e direct o a almofada de 
reagent e 11 a pega 12. Exist e um furo l4 no suporte de plasti 
co 12 no local ao qual esta ligada a almofada de reagente 11 
para que se possa aplicar a amostra a um dos lados da almofa- 
da de reagente e a luz reflecfcida a partir do outro lado. 

Aplica— se uma amostra de llquido a ser testa- 
do a almofada !!• 
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Geralmente* com sangue como exemplar de uma 
amostra a ser testada* a almofada de reagente sera na ordem 
dos 10 mm 2 a 100 mm 2 de area* especialmente 10 mm 2 a 50 mm 2 
de area (ou possuindo urn diametro de cerca de 2 mm a 10 mm) > 
a qual tern normalmente um volume que ficara mais do que satu- 
rado com 5-10 raicrolitros de amostra* Naturalmente 9 uma vez 
atingida a satura^ao acima dos limit es de 5-10 microlitros 9 
nao e necessaria qualquer outra quantidade de sangue. 

Efectuaram-se na tecnica anterior medi^oes de 
reflectancia difusa utilizando um suporte reflective unido ou 
colocado atras da matriz. Tal suporte nao 4 necessario ou es— 
tara presente normalmente durante a pratica da presente inven 
9ao* quer como parte do elemento reagente ou do dispositivo 
de reflectancia. 

Como se pode observar na figura I9 o apoio se 
gura a almofada reagente 11 para que se possa aplicar uma amos 
tra a um lado da almofada de reagente 11 enquanto se mede a 
reflectancia da luz a partir do outro lado da almofada de re- 
agente 11 oposto ao local onde se aplica a amostra* 

A figura 2 represent a um si sterna em que o rea 
gente se aplica ao lado com o furo 14 na pega do apoio 12 en- 
quanto a luz 4 reflectida e medida no outro lado da almofada 
de reagente 11* Podem empregar— se outras estruturas para alem 
da descrita. A almofada 11 pode apresentar varias formas e for 
matog) sujeitas as limitasoes aqui incluidas. A almofada 11 
deve ser acessivel pelo menos numa superficie e normalmente 
nas duas. 

Pode unir-se a camada hidrofilica (elemento 
reagente) ao apoio por qualquer meio conveniente* por exemplo* 
um suporte 9 agrafe ou adesivosj contudo > no m&todo de prefe— 
rencia e ligado a base. A ligasao pode ser feita com qualquer 
adesivo nao— reactivo 9 por um metodo tSrmico em que a superfi- 
cie de base % suficient emente fundida para prender algum do 

- 12 - 




material utilizado para a camada hidrofi Ilea ou por raStodos 
de ligaQao ultra— sonica ou por microondas que unem do mesmo 
modo as almofadas hidrofilicas da amostra a base* £ iraportan- 
te que a ligaQao seja de tal modo a nao interferir de modo 
substancial com as medigoes da reflectancia difusa ou com a 
reacgao a ser medida> embora seja improvSvel que isto ocorra 
pois nao % necess&rio adesivo no local onde S feita a leitura. 
Por exemplo pode aplicar-se um adesivo 13 a tira de base 12 
seguido primeiro por perfuraQao do furo l4-na tira e adesivo 
combinados e entao aplicar a alraofada de reagente 11 ao adesi 
vo proximo do furo 14 para que a porcao peri f Sri ca da almofa- 
da de reagente se ligue a tira de base* 

Os reagentes qulmicos 

Pode utilizar-se qualquer sistema de producao 
de sinal que seja susceptivel de reagir com o analito da atnos 

mm 

tra para produzir (quer directa ou indir ect anient e) um compos- 
to que seja caracteristicamente absortivo a um comprimento de 
onda diferente do comprimento de onda a que o veiculo de tes- 
te absorve de modo substancial* 

As matrizes de poliamida sao parti cularmente 
fiteis para efectuarera reaceoes em que o substracto (analito) 
reage com uma enzima oxidase que utiliza oxig&nio de tal modo 
que produz um produto que reage posteriormente com um interme 
diario de corante para formar directa ou indirectamente um co 
rante que absorve numa variacao de comprimento de onda prede— 
terminada* Por exemplo , uma enzima oxidase pode oxidar um sub 
stracto e produzir per6xido de hidrogenio como um produto da 
reacgao* 0 perSxido de oxigenio pode depois reagir com um in— 
termedifirio ou precursor de corante 9 numa reaccao por cat & 11— 
se ou nao catalise» para produzir uma forma oxidad& do inter- 
mediario ou precursor. Este material oxidado pode produzir o 
produto co lor i do ou reagir com um segundo precursor para for- 
mar o corante final* 
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Exemplos nao limitativos de anllises e reagen 
tes tlpicos incluem os seguintes materials constantes na lis- 
ta que se segue J 



Tipo de amostra e analito 

Gil cose em sangue > soro? 
urina ou outros fluidos bio- 
lSgicos> vinho » sumos de fru 
tas ou outros fluidos aquo- 
sos coloridos. 0 sangue com 
pleto urn tipo de amostra 
parti cularmente prefcrido * 
pois a separaQao e demorada 
e impraticavel com utiliza- 
9ao dom^stica. 



Reagentes 

Glicose oxidase > Peroxidase e 
um aceitador de oxigSnio* 

Os aceitadores de oxigenio in- 
cluem: 

O-dianizina (l) 
O-toluidina 
O-tolidina (l) 
Benzidina ( 1 ) 

2 9 2' -azino di- ( 3-etil-benz-tia- 
zolina acido suljf6nico ( 6) ) 
(1) 

3-me t i 1- 2-b enzo t i a zo linona hi- 
drazona e N 9 N-dimetilanilina (l) 
Fenilo e 4-amino f enazona (l) 
2 j4-diclorof enol sulfonatado e 
4— amino fenazona ( 2 ) 

3— me til— 2— b enzo tiazo linona hi— 
drazona e acido 3- ( dimetil- 
amino )benz6ico ( 3 ) 

2-metoxi-4-alil fenol (4) 

4— amino— ant ipir eno— dime t i lani— 
lina (5) 



(1) Conforme descreve Clinical Chemi stry > Richterich e Colum- 
bo> p* 367 e referencias citadas aqui 

(2) Analyst , 97 * (1972) 142-5* 

( 3) Anal * Biochem ^ 105 (1980) 389-397 

(4) Anal* Biochem * , 79* (1977) 597-601 

(5) Clinica Chemi ca Acta i 75 > (1977) 387-391 

Todos aqui incluidos como referencia# 
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O Metodo de Analise 



0 metodo de analise pa presente inven^ao ba- 
seia-se numa altera9ao da absor5ao> conforme medida por refle 
ctancia difusaj a qual esta dependente da quantidade de anali 
to presente na amostra a ser testada. Esta altera^ao pode ser 
determinada por mediQao da aXtera<?ao na absor^ao da amostra 
de teste entre dois ou mais pontos em tempo* 

0 primeiro passo do ensaio a ser considerado 
serfe a aplica$ao da amostra a matriz. Na pratica* pode reali— 
zar-se uma an&lise do seguinte modoi 

Primeiro obt&m-se uma amostra de fluido aquoso que contenha 
urn analito* Pode obter-se sangue por picada no dedo> por exem 
plo. Aplica-se urn excesso deste £ luido * para al£m dos limites 
de saturaQao da matriz na area onde a reflectancia vai ser me 
dida*(i«e«9 cerca de 5-10 microlitros) ao elemento ou elemen— 
tos reagentes do dispositivo de teste. Nao S necess&rio o si- 
multaneo arranque de urn cronometro ( como e vulgarmente neces- 
sario na t&cnica anterior) » conforme se tornara claro mais 
adiantej devido ao processo de inicia9ao praticado pela pre— 
sente invengao. Pode retirar-se o excesso de fluido* como en- 
xugar a luz* mas tal remo^ao tambem nao e necessaria* 0 dis- 
positivo de teste £ normalmente montado num instrumento para 
leitura da absorgao da luz> por exemplo » intensidade da cor 
por reflectancia? antes da aplicaQao da amostra* Mede— se a 
absorQao em certos pontos em tempo apos a aplica9ao da amos- 
tra* A absorQao diz respeito nesta aplica9ao nao sS a luz den 
tro do limite visual co comprimento de onda mas tambem fora 
do limite visual do comprimento de onda? tais como a radiaQao 
infravermelha ou ultravioleta. A partir destas medi9oes de 
absorgao pode calibrar-se a velocidade de desenvolvimento da 
cor em termos de nivel do analito. 

0 Instrumento de Medigao 

Pode conseguir— se um instrumento apropriado ? 
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como tun espectrofotSmetro de reflexao difusa com "software" 
apropriado) para ler automata. camente a reflexao em certos pon 
tos em tempo , calcular a velocidade de alteracao da reflectan 
cia ej utilizando factores de calibragem, controlar o nxvel 
do analito no fluido aquoso. Tal dispositivo estli esquematica 
mente representado na figura 2 em que se apresenta um disposi 
tivo de teste da presente invencao compreendendo a base 12 a 
qual esta fixa a alraofada do reagente 11* A fonte de luz 5,- 
por exemplo um diodo de emissao de luz de alta intensidade 
(LED) projecta um feixe de luz para a almofada de reagent . 
Uma porcao substancial desta luz (pelo menos 25%, de prefer en 

mm 

cia pelo menos 35%i e com maior preferencia pelo menos 50%, 
na ausencia do produto da reaccao) S reflectida de modo difu— 
so a partir da almofada de reagente e £ detectada pelo detec- 
tor de luz 6, por exemplo um fototransictor que produz uma 
corrente de saida proporcional a luz que recebe* 

Se se desejar a fonte de luz 5 e/ou o detec- 
tor 6 podem ser adaptados a gerar ou responder a uma luz de 
comprimento de onda especlfico* 0 produto de saida do detec- 
tor 6 passa para o amplificador 7* por exemplo, um circuito 
integrado linear que converte a corrente do fototransistor em 
voltagenu 0 produto do amplificador 7 pode ser distribuido pa 
ra o circuito de rastreio e deteccao Este e um circuito in 
tegrado de combinaQao linear/ digital que localiza ou segue a 
voltagem anal&gica a partir do amplificador 7 e, sob comando 
do microprocessador 20, bloqueia ou mantlm a voltagem ao seu 
nivel nesse periodo# 

0 conversor analSgico/digital 19 recebe a vol 
tagem anal6gica do circuito de rastreio e deteccao 8 e conver 
te-o, por exemplo, num nfimero digital binario de doze bits 
sob comando do microprocessador 20* 0 microprocessador 20 po- 
de ser um circuito integrado binario. Serve as seguintes fun— 
coes de controle: l) regulacao de tempo para todo o si sterna} 
2) leitura do produto de saida do conversor anal6gico/digital 
19} 3) junto com o programa e a memoria de dados 21, armazena 
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mento dos dados que corre spondem a reflectancia medida em de— 
terrainados intervalos de tempo} k) c&lculo dos nlveis de ana- 

A \ 

lito a partir das reflectancias armazenadasj e 5/ produ9ao da 
saida dos dados de concent racao do anallto para o mostrador 
22* A memSria 22 pode ser urn circuito integrado digital que 
armazena os dados e o programa de operacao do microprocessa- 
dor. 0 referido dispositivo 22 pode apresentar varias forraas. 
Normalmente e urn mostrador visual * como um mostrador de cris- 
tais llquidos (LCD) ou de LED > mas tambem pode ser uma impres 
sora de fita* um sinal audivel* ou analogo. 0 instrumento tarn 
bem pode incluir um interruptor de arranque/paragem e pode 
proporcionar um controle de tempo vislvel ou audxvel para in— 
dicar tempos para aplicacao <j as amostras? efectuar leituras* 
etc. > se se dese jar. 

LigaQao da Reflectancia 

Na presente invencao » o proprio circuito de 

A ** 

reflectancia pode ser utilizado para iniciar a regulaQao de 
tempo por medicao de uma gota em reflectancia que ocorre quan 
do a porcao aquosa da solucao de suspensao aplicada a almo fa- 
da de reagente (por exemplo* sangue) migra para a superfxcie 
na qual a reflectancia vai ser medida* Normalmente* o disposi 
tivo de medicao e ligado para um modo "Ready" no qual as lei— 
turas da reflectancia sao automaticament e feitas em interva- 
los de espasos muito prSximos (normalmente cerca de 0>2 segun 
dos) a partir de uma tira de reagente nao-reactivado , substan 
cialmente seca* diferente da cor branca. A medicao inicial £ 
normalmente feita antes da penetraQao da matriz pelo fluido a 
ser analisado mas pode ser feita ap6s se ter aplicado o flui- 
do num local sobre o elemento reagente diferente do local on— 
de a reflectancia esta a ser medida* 0 valor da reflectancia 
% avaliado pelo microprocessador ? normalmente por armazenamen 
to de valores sucessivos em memoria e depois por comparacao 
de cada valor com o valor nao— reactivado* Quando a solucao 
aquosa penetra a matriz de reagente » a gota em reflectancia 
assinala o comeco do interval© de tempo de medicao* Podem uti 
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lizar-se gotas em refiectancia de 5-50% para iniciar a regula 
Qao de tempo j norraalmente uma gota de cerca de 10%. Neste mo- 
do simples hS uma sincroniza^ao exacta do veiculo de teste que 
alcanna a superflcie a partir da qual se fazem as medi$oes e 
a inicia<?ao da sequencia de leituras 5 sera necessidade de acti 
vidade pelo utilizador* 

Embora todos os sistemas descritos nesta apli 
caQao sejam especialmente dirigidos a utiliza<?ao de matrizes 
de poliamida e muito pa ticularmente * a utilizaQao de tais ma- 
trizes na determinasao da concentra5ao de varios aQucares, co 
mo a glicose > e outros materials de origem biolSgica* nao e 
necessario limitar a caracterl stica de ligaQao da reflectan- 
cia da presente inven^ao a tais matrizes. Por exemplo? a ma— 
triz utilizada com a liga$ao da refiectancia pode ser formada 
a partir de qualquer material hidrofxlico insol&vel na agua e 
qualquer outro tipo de teste de refiectancia* 

AplicaQao Especifica ao Teste da Glicose 

Apresentar-se— a agora urn exemplo especifico 
relacionado com a detecgao da glicose na presenga de gl6bulos 
vermelhos a fim de se salientar a vantagem especifica e deta— 
Ihe maior* Embora esta represente a realiza<?ao preferida da 
presente invent? ao , a inven9ao nao se limita a detec<?ao de gli 
cose no sangue* 

A utilizaQao de superficies de poliamida para 
formar o elemento reagente proporciona infimeras caracteristi- 
cas desejaveis na presente invenQao. Estas incluera: o elemen- 
to reagente e hidrofilico (!• e. absorve o reagente e a amos— 
tra de imediato)* nao deforma ao ser molhado (de modo a pro— 
porcionar uma superflcie plana para leitura da refiectancia ) » 
£ compativel com enzimas (a fim de proporcionar boa estabili— 
dade na dura9ao ) ? absorve um volume de amostra limitado por 
unidade de volume da membrana (necessaria para demonstrar uma 
extensa varia?ao dinamica de medi^oes)* e apresenta resisten- 
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cia suficiente a &gua para permitir o fabrico de rotina. 

Numa configuragao caracterlstica? realiza-se 
o presente m&todo utilizando um dispositivo que consiste nam 
suporte de plastico e do elemento reagente (tendo a matriz im 
pregnado em si o si sterna de produ^ao de sinal). A matriz pre- 
ferida para utiliza<?ao na prepara<?ao do elemento reagente & 
uma membrana de nylon de microfiltra9ao> particularmente mem- 
branas feitas de nylon-66 moldado num n&cleo de fibras de po- 
li&ster nao-tecidas. Numerosas membranas de nylon de raierofil 
tra9ao deste tipo sao comercialmente produzidas pela Pall Ul- 
tra fine Filtration Corporation » possuindo tamanhos de poros 
compreendidos entre 0*1 e 3*0 micra. Estes materiais apresen- 
tam resistencia mecanica e flexibilidade > estabilidade dimen- 
sional ap6s exposi<?ao a Sgua e humedeciraento rapido. 

Sao possxveis muitas varia^oes na estrutura 
quxmica especifica do nylon* Estas incluem nylon-66 nao-traba 
lhado com grupos terminais de carga (vendido sob a marca Re- 
gistada ULrTRAPORE da Pall Ultrafine Filtration Corporation, 
"Pall"). As cargas positivas predominam abaixo do pH 6 enquan 
to as cargas negativas predominam acima do pH 6, Noutras mem- 
branas o nylon e trabalbado antes de se formar a membrana pa- 
ra proporcionar membranas com propriedades diferentes. 0s ny- 
lons trabalhados com grupos carboxi sao negativament e carrega 
dos numa ampla varia9ao de pH (vendido s como CARBOXYDYNE pela 
Pall)* 0s nylons podem tambem ser trabalhados com uma elevada 
densidade de grupos de carga positiva sobre a sua superficies 
norma Imente grupos de aminas quaternarias? para que apresen- 
tem pequena variaQao em carga numa ampla varia?ao de pH ( ven- 
dido s como POSIDYNE pela Pall). Tais materiais sao particular 
mente adequados para a pratica da presente inven^ao. 

Concluiu-se que mantendo o pH da solu$ao abai 
xo de 4*8 ajudara a estabilizar as enzimas na solugao. Encon- 
. trou-se o nlvel de estabilidade mais eficiente em pH 4,0. Is- 
. to re suit a num tempo de armazenamento a temperatura ambient e 
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de 12—18 meses. Assim? e desejavel uma tira de ioes de carga 
positiva* 

fi tambSm possxvel utilizar membranas que pos- 
suam grupos funcionais react ivos designados por imobiliza<Jao 
covalente de pro t etnas (vendidas como membranas BIODYNE IMMUNO 
AFFINITY pela Pall). Tais materials podem ser utilizados para 
ligar proteinas de modo covalente 9 por exemplo enzitnaS) utili 

mm 

zadas como reagentest Embora todos estes materials sejam uti- 
lizSveiSj o nylon possuindo uma elevada densidade de grupos 
de carga positiva na sua superflcie proporcionam a melhor es» 
tabilidade dos reagentes quando formulados numa almofada de 
reagentes seca* Os nylons nao— trabalhados proporcionam a se— 
guinte melhor estabilidade com os nylons carboxilados a se- 
guir. 

Podem obter-se resultados desejaveis com tama 
nhos de poros que variam entre 0>2 e 2*0 jfim) de preferencia 
entre 0*5 e 1*2 pm* e com maior preferencia de cerca de 0>8 
jim* quando utilizados com sangue completo^ 

A forma da pega na qual o elemento reagent e & 
montado £ relativamente pouco importante desde que a pega per 
mita o acesso a um lado do elemento reagente pela amostra e 
ao outro lado do elemento reagente pela luz incidente cuja re 
flexao vai ser medida* A pega tambSm auxilia na inser9ao do 
elemento reagente no dispositivo de mediQao da absorQao para 
que este registe com o sistema Sptico* Um exemplo de uma pega 
apropriada & uma pelicula de Mylar ou outra tira de plastico 
a qual se aplicou um adesivo de transf erencia como os adesi- 
vos de transferencia 3M 465 ou Y9^60. Faz-se um furo no plas- 
tico atravls do adesivo de transferencia* Um elemento reagen- 
te » normalmente em forma de uma almofada fina* quer contendo 
reagentes ou a qual se adiciona posteriormente os reagentes* 
& entao aplicado a pega por meio do adesivo de transferencia 
para que fique firmemente unido a pega na area que circunda o 

I furo que foi feito atrav4s da pega e do adesivo de transferer^ 

l_ cia. 
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Este dispositivo esta ilustrado na figura 1? 
que apresenta uma tira 10 que possui uma almofada de reagente 
11 ligada a uma pega de pellicula de Mylar 12 por meio do ade— 
sivo 13* 0 furo 14 permite o acesso da amostra ou da luz in— 
cidente a um lado da almofada de reagente 11 embora nao este- 
ja impedido o acesso ao outro lado da almofada de reagente. 
Podem escolher-se todas as dimensoes da almofada de reagente 
e da pega de modo a que a almofada de reagente se adapte com 
seguranca num instrumento de leitura de reflectancia nutn lo- 
cal proximo de uma fonte de luz e de um detector de luz refle 
ctida. Geralmente as dimensoes do furo variam entre 2-10 mm 
de diametro e as da largura da pega cerca de 15 mm. Um furo 
14 de 5 mm de diametro na tira de reagente apresentada na fi- 
gura 1) funciona de modo bastente satisfatorio. Naturalmente 
nao ha limite especifico para o diametro minimo deste furo, 
embora se prefiram diametros de pelo menos 2 mm para facilida 
de de fabrico? aplicacao da amostra e leitura da reflexao da 
luz* 

Conforme se observa ainda nas figuras 3 © 4? 
a tira 10 pode ser optimamente conduzida numa ranhura 50 de 
uma maquina de exploracao de imagem 60. Isto realiza-se por 
colocacao de um encaixe 15 na tira 10 perto do ponto medio da 
parte superior da tira 10. Feito isto 5 a tira 10* quando con- 
duzida atravSs dos lados 55 da ranhura 50? alcan$ara de modo 
repetitivo o mesmo local? para assegurar a elevada exactidao 
nos resultados do teste. Tal caracter repetitivo e assegurado 
ao movimentar o encaixe 15 contra o pino 65* A tira 10 girari 
a volta do pino 65 no encaixe 15 para que os bordos 16 da ti- 
ra se adaptem nos lados 55 da ranhura 50. Isto? certamente? 
tambem alinha de modo repetitivo o furo 14 por cima do centro 
do teste 80 que inclui LEDs mfiltiplos 5 na maquina de explora 
Qao de imagem. 60. Isto assegura que o furo 14 que contSm a 
amostra de sangue ter& uma dosagem uni forme de luz incident e 
para an&lise. 

Embora se possa utilizar in&meros corantes co 
• — 

mo indicadores, a selecQao dependera da natureza da amostra. 
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necessario seleccionar urn corante que possua uma absorgao a 
urn comprimento de on da different e do comprimento de on da ao 
qual os gl6bulos vermelhos absorvem a luz) com sangue comple- 
to como velculo de teste ou outros contaminantes na soluQao a 
ser analisada com outros veiculos de teste. 0 par de corantes 
MBTH-DMAB (cloridrato de 3-met i 1- 2-b enzo t i azo linona hidrazona 
e acido 3-dimetilaminobenz6ico ) > embora sendo anteriormente 
descritos como apropriados para o desenvolvimento de cor para 
marcadores de peroxidase em testes imunolSgicos de enzimasj 
nunca foram utilizados num reagente para mediQao da glicose. 
Este par de corantes proporciona uma maior variagao dinamica 
e apresenta uma estabilidade enziraatica melhorada quando corn- 
parados a corantes tradicionais utilizados para medigao da 
glicose 9 tais como os derivados da benzidina. Esta estabilida 
de enzimatica torna o par de corantes MBTH-DMAB especialraente 
desejavel para assegurar uma durabilidade maior das tiras de 
teste* Alem disso, o par de corantes MBTH-DMAB nao & carcino- 
gSnico* uma caracterx stica da maior parte dos derivados da 
benzidina* Outro par de corantes que se pode utilizar na medi 
9ao da glicose £ o par AAP-CTA ( 4-amino-antipireno e acido 
cromotr6pico ). Embora este par nao proporcione uma variaQao 
dinamica tao ampla como o MBTH— DMAB, S estavel e apropriado 
para utilizaQao na pratica da presente inven^ao. quando se me 
de a glicose. De novo * o par de corantes AAP-CTA proporciona 
uma variaQao dinamica alargada e maior estabilidade na activi 
dade enzimatica do que os corantes de benzidina mais largamen 
te utilizados. 

A utiliza<?ao do par MBTH-DMAB permite a corre 
cQao do hemat6crito e do grau de oxigenaQao do sangue com um 
simples factor de correcgao. Os corantes de benzidina mais 
normalmente utilizados nao permit em tal correcQao. 0 corante 
MBTH-DMAB forma um cromoforo que absorve em aproximadamente 
635 nm mas nao para uma extensao significante a 700 nm. Perrai 
te— se variaQoes ligeiras nas mediqoes de compriraentos de onda. 
A 700 nm pode medir-se tanto o hematocrito como o grau de oxi 
genaQao por mediQao da cor do sangue. Al&m disso) os diodos 
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de emissao de luz (USD) estao comercialmente disponiveis para 
as duas medidas 635 nm e 700 nm* simplificando assim a produ- 
9ao de massa de um dispositivo. Ao utilizar o tamanho de po- 
ros da membrana preferido anteriormente descrito e a formula- 
Qao do reagente> pode corrigir-se o comportamento quer do he— 
matocrito quer da oxigena9ao por medi^ao ao comprimento de on 
da simples de 700 nm. 

Descobriram-se duas condiQoes adicionais para 
proporcionar uma estabilidade especifica e longa durabilidade 
para uma formula^ao de glicose oxidase/peroxidase noma matriz 
de poliamida. 0 ar ma z en am en to § melhorado a um pH compreendido 
entre 3*8 e 5*0* de preferencia entre 3*8 e 4)3j de maior pre 
ferencia cerca de 4j0, Do mesmo modo» encontrou-se um bom ar— 
niazenamento e estabilidade nao esperada com uma mistura de um 
si sterna de tampao concent rado aos reagent es encontrados na ma 
triz, Concluiu-se que o tampao mais eficaz era um tampao de 
citrato de 10% em peso 9 com concentrates eficazes entre 5-15% 
Estas sao percentagens peso/volume da solu<?ao em que os rea- 
gentes sao aplicados a matriz. Podem-se utilizar outros tam- 
poes na mesma base molar* Gonseguiu— se a maior estabilidade 
utilizando um pH baixo 9 de preferencia pH 4* um sistema coran 
te de MBTH-DMAB* e uma concentra<?ao de enzimas elevada de apro 
ximadamente 500— 1000 M/ml de solugao de aplicasao. Como se in 
dicou anteriormente? estas tiras preparadas utilizando estes 
parametros resultam numa durabilidade de 12 a 18 meses* 

Ao preparar o reagente de MBTH— DMAB e o siste 
ma de enzimas que forma o resxduo do sistema de produ<?ao de 
sinal? nao 4 necessario manter volumes e proporgoes exactas 
embora os valores sugeridos a seguir apresentem bons resulta- 
dos. 0s reagentes sao de imediato absorvidos pela almofada da 
matriz quando a glicose oxidase esta presente numa solugao de 
cerca de 27-5^% em volume 9 a peroxidase esta presente numa 
concentra^ao de cerca de 2*7-5>4 mg/mlj o MBTH esta presente 
numa concentraQao de cerca de 4-8 mg/ml> e DMAB esta presente 
numa concentragao de cerca de 8-16 mg/ml. A proporqao do peso 



23 



ft l^l^^i, 

de DMAB-MBTH S de preferencia mantida nos limites de 1:1 a 
4:1, de preferencia de 1,5:1 a 2>5:l e de maior preferencia 
de cerca de 2 3 1. 

As tScnicas basicas de fabrico para o elemen- 
to reagente saO) uma vez estabelecidas, directas. A pr6pria 
membrana £ forte e estavel) especialmente quando se seleccio- 
na uma membrana de nylon da realizaQao preferida. Apenas duas 
soluQoes sao necessarias para aplicagao do reagente ? e estas 
soluQoes sao as duas estfiveis e formuladas de imediato. A pri 
meira contSm geralmente os component es corantes e a segunda 
cont&m geralmente os enzimas. Quando se utiliza o par de co- 
rantes HBTH-DMAB, por exemplo * os corantes individuals sao 
dissolvidos num solvente organico aquosoj normalmente nutna 
mistura de 1:1 de acetonitrilo e &gua» A matriz e mergulhada 
na solu9ao ? o llquido em excesso removido por enxugamento ) e 
a matriz S posteriormente secaj normalmente a 50°C-60°C duran 
te 10-20 minutos. A matriz que contem os corantes e entao mer 
gulhada numa solu^ao aquosa que contem as enzimas. A formula- 
9ao tipica contem as enzimas da peroxidase e glicose oxidase 
bem como qualquer tampaoj conservantej estabilizador > ou ana- 
logo. A matriz & entao enxuta para remover o llquido em exces 
so e seca como anteriormente. Uma formulasao tipo para o rea- 
gente de glicose S a seguintes 

Banho corante 
Mistura-se I 

40 mg de MBTH 
80 mg de DMAB 

5 ml de acetonitrilo > e 

5 ml de agua 

Agita-se at& todos os sSlidos estarem dissol- 
vidos e verte-se para urn prato de vidro ou outra superficie 
plana* Mergulha-se uma membrana Posidyne (Pall Co. enxuga- 

• -se o liquido em excesso ? e seca-se a 56°C durante 15 minutos. 
• 
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Banho de enzima 

Mistura-se: 

6 ml de agua 

10 mg de EDTA* sal de di-s6dio, 

200 mg de Sigma Poly Pep Tm , baixa viscosidade 

0,668 g de citrato de Bodio 
0>523 g de &cido cltrico, 

2>0 ml de 6% em peso de GAF Gantrez™ AN-139 dissolvi- 
do em agua 

30 mg de peroxidase de rabano , 100 unidades/mg, e 

3>0 ml de glicose oxidase * 2000 unidades/ml 

Agita-se at& todos os s6lidos estarem dissol- 
vidos e deita-se num prato de vidro ou noutra superficie pla- 
na. Mergulha-se uma membrana previamente impregnada com coran 
tes? enxuga-se o Ixquido em excesso> e seca-se a 56°C durante 
15 minutost 

0 aparelho electronic© utilizado para fazer 
as leituras da reflectancia contSm* no minimo , uma fonte de 
luz* urn detector de luz reflectidaj um amplificador » urn con-, 
versor analogico/digital » um microprocessador com memoria e 
programa* e um dispositivo mostrador* conforme se observa na 
figure 2. 

A fonte de luz consist e normalmente num diodo 
de emissao de luz (LED). Embora seja possivel utilizar uma 
fonte de luz policrom&tica e um detector de luz susceptxvel 
de medir a dois comprimentos de onda diferentesj um aparelho 
preferido deveria conter duas fontes I/ED ou um diodo unico 
susceptivel de emitir dois comprimentos de onda de luz distin 
tos. 0s I»EDs comercialmente disponlveis que produzem compri- 
mentos de onda de luz descritos como sendo os preferidos na 
presente descricao incluem um Hewlett Packard HIMP-1340 com 
uma emiss~ao maxima a 635 nm e um Hewlett Packard QEMT-10^5 
. com uma emissao de banda estreita maxima a 700 nm. 0s detecto 
. res de luz disponlveis comercialmente incluem um Hammamatsu 
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5874-18K e um Litronix BPX-65. 

Embora sejam possiveis outros m&todos de fa- 
zer mediqoeS) o m&todo que se segue proporcionou os resulta- 
dos desejados. Fizeram-se leituras por meio do fotodetector 
em intervalos determinados apos se ter iniciado a regulaQao 
de tempo* 0 LED de 635 nm 4 activado apenas durante um breve 
perxodo de tempo de medigao que comeQa aproximadamente 20 se- 
gundos ap6s o tempo de arranque conforme se indicou pelo sis- 
tema de liga?ao da reflectancia ant eriormente descrito. Se es 
ta leitura indicar que se en contra pre sent e na amostra um ele 
vado nlvel de glicose* faz-se uma leitura de 30 segundos e 

Ml 

utiliza-se no cfilculo final para melhorar a exactidao. Normal 
mente considera-se que os niveis elevados comegam cerca dos 
250 mg/dl # 0 antecedente e corrigido com uma leitura a 700 nm 
feita cerca de 15 segundos apos o inicio do perxodo de medi- 
9ao* A leitura a partir do fotodetector & integrada no inter- 
valo enquanto o I*ED apropriado S activado 9 o que acontece nor 
malmente em menos de um segundo. As leituras de reflectancia 
nao— trabalhadas utilizam— se post eriormente para c&lculos rea- 
lizados pelo microprocessador ap6s o sinal ter sido amplifica 
do e convert ido num sinal digital. Podem utilizar-se infimeros 
microprocessadores para efectuar o calculo» um microcomputa- 
dor de teclado finico AIM65 fabricado pela Rockwell Internatio 
nal mostrou— se satisfatorio. 

Os presentes metodos e aparelhos permitem um 
procedimento muito simples com passos operacionais mlnimos 
por parte do utilizador^ Em utiliza<?ao> a tira de reagente 10 
est& colocada no detector para que o furo l4 na tira 10 regis 
te com a Sptica do sistema de detecsao, 0 sistema encaixe 15/ 
pino 65 anteriormente descrito » conforme se observa nas figu- 
ras 4 e 5* funciona perf eitament e para obter o referido ali- 
nhamento. Uma tampa amovlvel ou outra cobertura esta colocada 
sobre a 6ptica e a tira para proteger o con junto da luz ambi- 
ente* Isto faz-se para melhorar a leitura da tira 10. Embora 
\ o processo de iniciaQao possa come9ar a luz> a luz solar di- 

- 26 - 




recta ou luz de ambiente de alta intensidade tende a inibir 
ob resultados. A tampa 90 assegura que a luz directa nao at in 
ja a tira de reagente 10. A tampa que nao necessita de ser im 
permeavel a luz, apenas suficiente para proteger a tira 10 da 
luz directa. 

Inicia-se entao a sequencia de raedigaes pres- 

sionando um botao no aparelho de medi9ao que activa o micro- 

computador para fazer uma medi^ao da luz reflectida a partir 

da almofada de reagente nao-reactivado > denominada uma leitu— 

ra R • Retira— se entao a tampa 90 e aplica-se uma got a de 
S6ca 

sangue a tira de reagente 10, normalmente enquanto a tira de 
reagente 10 e registada com a Sptica e o dispositivo de leitu 
ra. ft preferlvel que a tira de reagente se deixe em registo 
com a 5ptica a Tim de minimi zar o manuseamento. Fecha-se en— 
tao a tampa 90. 

0 instrumento & susceptivel de perceber a apli 
ca«?ao do sangue ou de outra amostra por um decrescimo na re— 
flectancia quando a amostra passa atravSs da matriz e a luz 
reflectida e medida no lado oposto. 0 decrescimo na reflectan 
cia inicia uma sequencia de regulaSao de tempo que estfi des— 
crita detalhadamente noutros locais da presente descri9ao. A 
tampa 90 deve ser substituida dentro dos 15 segundos de apli— 
ca<?ao da amostra > embora este tempo possa variar dependendo 
do tipo de amostra a ser medida. 

0s resultados sao normalmente apresentados 
aproximadamente 30 segundos apos a aplicasao do sangue quando 
se vai medir uma amostra de glicose sanguinea, embora seja 
aceit&vel uma reacQao de 20 segundos para amostras de glicose 
com uma concentraQao de glicose inferior a 250 mg/dl. Se se 
vao medir outras amostras, os tempos adequados para apresenta 
9ao do resultado podem diferir e podem ser determinados de 
imediato a partir das caract eristicas do reagente/amostra se- 
leccionados. 

Pode fazer— se uma avaliaQao exacta especlfica 
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do nivel de glicose (ou de qualquer outro analito a ser medi- 
do ) utilizando a corrente de segundo piano , isto a correla- 
te do fotodetector ligado com com nenhuma luz reflectida a 
partir da almofada de reagentej para fazer uma correc^ao de 
segunda orderau Foi demonstrado que al^m de urn perxodo de 2-3 
meses este valor nao se altera para urn instrumento especifico 
preparado de acordo com as realizaQoes preferidas da presente 
descri^ao) e & possivel programar esta leitura de segunda or- 
dem na memSria do computador como uma constante. 

Contudo j com uma ligeira modificagao no proce 
dimento* pode medir-se este valor (ou normaliza-lo) com cada 
analise para resultados mais exactos. Gada LED S activado an- 
tes da coloca<?ao da amostra de sangue na tira de reagente 10 
mas com a tira de reagente no lugar. Mede-se um valor de re- 
flectancia da tira 10 > com a tira de reagente 10 no lugar e 
com a tampa de protec$ao de luz 90 fechada* Se esta medigao 
for diferente da medigao original do valor de re flectancia > 
aumenta-se a potencia ao LED para que a reflectancia seja a 
mesma* Isto assegura que a raedisao do conteftdo de glicose do 
sangue esta a ser feita com a mesma escala de repetigao para 
cada leitura da glicose do sangue. 

A razao para instituir este metodo e dupla. 
Primeiro > a intensidade dos diodos emissores de luz varia gran 
dement e de LED para LED, mesmo quando to dos os LEDs de medi- 
gao sao novos« Segundo 9 a eficiencia do LED varia com a tempe 
ratura e a vida do LED. Com este metodo > os resultados sao re 
petlveis na mesma escala. 

Os dados nao trabalhados para calcular um re- 

sultado num teste de glicose sao uma corrente de segunda or- 

dem referida como reflectancia de segunda ordem? conforme 

se descreveu anteriormente } Uma leitura da tira de teste nao— 

-reactivadaj > que 6 cerca de 95% opaca a luz e se encon 

s e c a ^ — 

tra tambSm descrita anteriormente} e uma medi^ao do ponto fi— 
[ nal. Utilizando as realizaQoes preferidas aqui descritas» o 
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ponto final nao e particularmente estavel e deve ser cronome- 
trado com precisao a partir da aplica^ao eangae inicial. 
Contudo i o medidor de acordo com o aqui descrito realiza esta 
regulaQao de tempo automaticamente* Para concentra^oes de gli 
cose abaixo de 250 mg/dl 5 consegue-se um ponto final apropria 
do > estivel > em 20 segundos> e efectua-se uma refiectancia fi 
nal) R 20 # Para concentraQoes de glicose acima dos 450 mg/dl e 
apropriada uma leitura de refiectancia de 30 segundoS) ^30* 
Embora o sistema aqui descrito apresente uma boa diferencia- 
Qao at£ 800 mg/dl de glicose* a medi^ao S um pouco ruidosa e 
inexact a acima dos 450 mg/dl, embora nao tanto que cause pro— 
blemas significativos. Tempos de reac<?ao mais prolongados pro- 
porcionam leituras mais apropriadas para elevados nxveis de 
concentra9ao de glicose* 

Uma leitura de refiectancia de 700 nm para a 
medi9ao de comprimento de onda dual e normalmente feita em 15 
segundos (R^ ff )» Por esta altura o sangue devera ter saturado 
por completo a almofada de reagente. Para al£m de 15 segundos 
a reacQao continua a realizar-se e e sent i da? para uma peque- 
na parte, por uma leitura a 700 ntn. Por conseguinte* visto que 
a absorQao de corante pelo sinal de 700 nm S uma desvantagem, 
ignoram-se nos cSlculos as leituras para alem de 15 segundos. 

Utilizam-se os dados nao-trabalhados anterior 
mente referidos para calcular os parametros proporcionais a 
concentra9ao de glicose os quais podem ser mais facilmente^vi 
sualizados do que as medi^oes de refiectancia. Se se desejar* 
pode utilizar— se uma transforma^ao logarxtmica da reflectan— 

- \ *•* 9* #v> 

cia analoga a rela<?ao entre a absor^ao e a concentra^ao do 
analito observadas em espectroscdpia de transmissao (Lei de 
BeBr). Uma simplificasao das equaQoes de Kubelka-Monk ? deriva 
das especialmente por espectroscopia de refiectancia revela— 
ram-se particularmente fiteis. Nesta deriva9ao K/S esta rela— 
cionado com a concentragao de analito com K/S definido pela 
Equasao l 
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K/S-t = (1 - R*t)V(2 x R*t) (1) 

R*t S a ref lectividade feita num periodo de ponto final espe— 
cifico* t, e & a fracsao absorvida do feixe de luz incidents 
descrita pela EquaQao 2, em que R^ e a reflectancia do ponto 
final* R 2Q ou R^ Q . 

R«t - (R t - V/(R seca ~ V (2) 

AC ** 

R t varia entre 0 para luz nao reflectida ^^v*' e ^ P ara luz 

reflectida total (R )• A utiliza<Jao da ref lectividade nos 

seca 

calculos simplifica grandemente o modelo de medidor como uma 

fonte altamente est&vel e torna desnecessario urn circuito de 

detecgao visto que estes componentes sao controlados com cada 

medi9ao de R e R~. 

seca b 

Para uma leitura de comprimento de onda sim- 
ples, o K/S pode ser calculado a 20 segundos (K/S-20) ou 30 
segundos (K/S-30K As curvas de calibragem que relacionam es- 
tes parametros as medi$oes de glicose de YSI (Yellow Springs 
Instruments) podem descrever-se com precisao pela equa^ao po- 
linomial de perceira ordem representada na EquaQao 3. 

YSI . a Q + a^K/S) + a 2 (K/S) 2 + a^K/S) 3 (3) 

Os coeficientes para estes polinomios estao 
listados na Tabela 1* 

TABELA 1 



Coeficientes para ajuste do polinSmio de terceira ordem de 

curvas de calibragem de comprimento de onda simples 

K/S— 20 K/S- 30 

a Q -55.75 -55.25 

a x 0,1632 0,1334 

a 0 -5>765 x 10~ 5 -2,241 x I0~ 5 

ft Q 

a^ 2,58 x 10" 1,20 x 10~° 
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As esp&cies quxmicas simples a serem medietas 

nas realizasoes preferidas e o coi-ante inaminas MBTH— DMAB e a 
matriz completa a ser analisada § sangue completo distribuido 
numa membrana Posidyne de 0*8 p.. A revista intitulada f, Appli 
cation of Near Infra Red Spectrophotometry to the Nondestru- 
ctive Analysis of Foods i A Review of Experimental Results") 
CRC Critical Reviews in Food Science and Nutrition 5 18 (3) 
203—30 (1983) > descreve a utiliza^ao de instrumentos baseados 
na mediQao numa diferenQa de densidade &ptica AOD eni 
que ODX S a densidade 6ptica do comprimento de onda corres— 
pondente a absorQao maxima de um componente a ser determinado 
e OD)^ £ a densidade &ptica a um comprimento de onda em que o 
mesmo componente nao absorve de mo do significative. 

0 algoritrao para a medisao de comprimento de 
onda dual £ por necessidade mais complexo do que para a medi- 
9ao do comprimento de onda simples mas $ muito mais eficaz. A 
correc9ao de primeira ordem aplicada pela leitura a 700 nm e 
uma substrac^ao simples da cor de segundo piano prSpria do 
sangue* A fim de fazer esta correcgao pode determinar-se e de 
terminou-se a relaQao entre a absorgao a 635 nm e 700 bm pro- 
pria da cor do sangue por medi^ao de amostras de sangue com 
0 mg/dl de glicose sobre uma ampla variasao de cor do sangue* 
A variaQao de cor foi estabelecida por varia<?ao do hematocri— 
to) e observaram-se relagoes bastante lineares. A partir des- 
tas linhas normalizou-se o K/S— 15 a 700 nm para dar equivalen 
cia ao K/S-30 a 635 nm. Esta relagao esta referida na EquaSao 
4* em que K/S-15 n £ nox^malizado K/S-15 a 700 nm. 

K/S-15n a (K/S-15 x 1,5*) - 0,133 

Note— se que a equivalencia do sinal normalizado de 700 nm e 
do sinal 635 nm so e verdadeiro para glicose zero. As expres— 
soes de que derivaram as curvas de calibragem definem— se pe— 
las EquaQoes 5 © o. 

K/S- 20/15 - (K/S-20) - (K/S-15n) (5) 
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K/S- 30/15 = (K/S-30) - (K/S-15n) (6) 

Estas curvas ajustam-se melhor por equacoes 
cie polinSmios de quarta ordem seraelhantes a Equacao 3 a que 
se adicinna um termo de quarta ordem em K/S* 0s coefieientes 
de ajuste de computador para estas equacoes estao listadas na 
Tabela 2. 

T ABE LA 2 

Coefieientes para ajuste do polinomio de quarta ordem de 
curvas de calibragem de comprimento de onda dual 





K/S- 20/15 


K/S- 30/15 




-0,1388 


1,099 


a l 


0,1064 


0,05235 


a 2 


6,259 x 10~ 5 


1,229 x 10~ 4 


a 3 


-6,12 x 10~ 8 


-5»83 x 10~ 8 


a 4 


3,21 x 10 -11 


1,30 x 10"" 11 



Tamb&m se efectuou uma correccao de segunda 
ordem para eliminar erros devidos a efeitos da cromatografiat 
As amostras de hematScrito baixo apresentam como caracteristi 
ca baixas leituras a 700 nm comparadas com amostras de hema- 
tS crito mais elevado com a me sma leitura a 635 nm. Quando a 
razao de (K/S-30)/(K/S-15) £ marcada em oposicao a K/S— 30 so— 
bre uma ampla variacao de hematocritos e concentra^oes de 
glicosej a linha resultante no grafico indica a fronteira en- 
tre amostras que apresentram efeitos da cromatografia (acima 
da curva) e os que nao apresentam (abaixo da curva )• 0s K/S— 
—30 para as amostras acima da curva sao corrigidos por subida 
da leitura para corresponderem a um ponto sobre a curva com o 
mesmo (K/S— 30 )/(K/S— 15 ) > conforme demonstrado pela correccao 
feita na figura 5* 

0s factores de correccao referidos anterior— 
. mente foram estabelecidos para se adaptar um instrumento fini- 
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co e um n&mero limitado de prepara^oes de reagente. 0 algori— 
tmo pode ser optimizado para um instruraento individual e um 
reagente do mesmo modo que estlt anteriormente descrito* 

Em re sumo > o sistema da presente inven^ao mi— 
nimiza as acQoes do operador e proporciona inumeras vantagens 
sobre os mStodos de leitura da reflectancia da tScnica ante- 
rior. Quando comparado com os m&todos anteriores para determi 
na^ao de glicose no sangue } por exemplo* existem varias vanta 
gens evidentes. Primeiro ? a quantidade de amostra necesslria 
para saturar a fina almofada de reagente £ pequena (normalmen 
te 5-10 microlitro) ) e e obviamente independente do volume 
uma vez que o volume inicial de sangue seja fomecido a almo- 
fada de reagente. Segundo* o tempo do operador necessario % 
apenas o suficiente para aplicar a amostra a fina camada hi- 
drofilica e fechar a tampa (normalmente 4-7^ segundos). Tercei 
ro> nao e necessaria a simultanea regula$ao do tempo do arran 
que* Quarto > pode utilizar-se sangue complete* 0 metodo nao 
exige qualquer separaQao ou utilizaQao de sangue livre de gift 
bulos vermelhos e do mesmo modo pode ser utilizado com outras 
amostras fortemente coloridas. Quinto > por meio de tScnicas 
de normaliza^ao e de leitura da reflectancia aplicadas na pre 
sente invenQao? o sistema proporciona leituras seguras> exac- 
tas e repetiveis para o tempo de duraQao do sistema de explo— 

«v 

rasao de imagem. 

Varias vantafens menos 6bvias surgem como re— 
sultado da pratica da presente invengao com sangue complete 
Normalmente as solu^oes aquosas (como o sangue) penetram a 
membrana hidrofllica para proporcionar uma camada de liquido 
sobre o lado oposto da membrana > uma superficie que nao e en— 
tao adequada para a medi$ao da ref lectancia. Concluiu-se* con 
tudo > que o sangue > aparentemente devido a interac<?oes dos 
glSbulos vermelhos e protelnas no sangue com a matriz* molha 
a matriz de poliamida sem que um excesso de liquido tenha pe- 
netrado a mptriz porosa para interferir com a leitura da re- 
flectancia no lado oposto da matriz* Alem disso* seria de es- 
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perar que as membranas finas utilizadas na presente inven^ao 
quando molhadas transmit! ssem luz e desenvolvessem apenas urn 
sinal fraco para o dispositivo de medi^ao da reflectancia. Os 
ensinamentos anteriores indicavam geralmente que era necessa- 
ria uma camada reflectiva por detrfis da matriz a fim de refle 
ctir luz suficiente. Noutros casos colocava-se uma almofada 
branca por detras da almofada de reagente antes da medi^ao da 
cor. No caso presente? nao se exige nem uma camada reflectiva 
nem uma almofada branca. De facto ? a presente invenQao e nor- 
malmente realizada com uma superficie de absor<?ao de luz atras 
do elemento reagente quando se faz incidir uma luz incidente 
sobre a matriz* Isto consegue-se utilizando uma superficie de 
absorsao de luz atras do elemento reagente? junto com a medi- 
9ao da reflectancia em dois comprimentos de onda. Isto permi— 
te mediQoes de reflectancia aceitSveis que se obtem sem remo- 
9ao do liquido em excesso da matriz? eliminando assim um pas** 
so tipicamente exigido pelos ensinamentos anteriores. 

A presente invenQao que se encontra agora des 
crita na generalidade sera melhor percebida por referenda 
aos exemplos especificos que se seguem? que se apresentam com 
a finalidade de apenas ilustrar a presente invenQao e nao pa- 
ra serem considerados limitadores da invengao a nao ser que 
assim seja especificado. 

EXEMPLO 1 

Repro dutibilidade 

Utilizou-se uma amostra de sangue de homem 
(possuindo um nxvel de hematocrito de 45) para recolher os da 
dos de reprodutibilidade utilizando a realizaQao present enten- 
te preferida do sistema? denominado sistema MPX. Os resulta- 
dos estao representados nas tabelas 3-5« 
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TABELA 3 



Reprodutibilidade de urn sistema de comprimento de onda simples 





Media 


(mg/dl) 


*D.P. 


(mg/dl) 


%C. V.** 


*3BcYSl(mg/dl) 


20seg. 


30seg. 


20seg. 


30seg. 


20seg. 


30seg 


25 


23,1 


23,0 


2,1 


2,04 


9,1 


9,0 


55 


53,3 


53,2 


3,19 


3,32 


6,0 


6,3 


101 


101 


101 


3,0 


3,3 


3,0 


3,0 


326 


326,6 


327 


13,3 


9,8 


4,1 


3,0 


501 




503 




17,1 




3,4 


690 




675 




28 




4,15 


810 




813 




37 




4,5 



* DmP. s Desvio padrao 
*** % CmVm 8 Co-variaQao (medida em percentagem) 
YSI b Leitura da glicose em Yellow Spring Instru- 
ment 

TABELrA 4 



Beprodutibilida de um sistema de comprimento de onda dual 





Media 


(mg/dl) 


D.P. (mg/dl) 


% c.v. 


ISI (mg/dl) 


20seg. 


30seg. 


20seg. 


30seg. 


20seg. 


30seg. 


25 


25 


27 


1,34 


1,55 


5,4 


5,7 


55 


55 


57,4 


2,58 


2,62 


4,7 


4,6 


101 


101 


101,5 


2,55 


2,18 


2,5 


2,1 


326 


332 


330 


15,0 


7,1 


4,5 


2,1 


501 




505 




21,3 




4,2 


690 




687 




22,8 




3,3 


810 




817 




30,4 




3,7 



TABELA $ 

Reprodutibilida de uma abertura de diametro de 3,0 mm 
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% CtV, 



YSI (mg/dl) 4,7 mm 3*0 mm 

55-IOO 4,8 4,9 

300 3*0 5*0 

600 3j8 5>5 

avg. 3>9 5>1 



Dividiu-se o sangue em allquotas e reforgou- 
— se com glicose com limites compreendidos entre 25—800 mg/dl. 
Fizeram-se vinte determinagoes em cada nlvel de teste de gli- 
cose a partir de tiras tiradas aleatoriamente de uma amostra 
de 500 tiras (Lote FJ4-49B). 0s resultados deste estudo condu 
ziram as seguintes conclusoesl 

1. Comprimento de onda dual vs. simples? A covariaQao media 
para o resultado da dual de 30 segundos foi de 3*7% vs. 
4,8% para o resultado do comprimento de onda simples de 30 
segundos, urn aperfeigoamento de 23% para os limites de gli 
cose de 25—810 mg/dl. Houve urn aperfeiQoamento de 33% na 
covaria^ao dos limites de glicose de 25—326 mg/dl. Aqui a 
covaria9ao diminui de 5>^% para 3*6%, um aperfeigoamento 
significative nos limites mais utilizados. A medigao do com 
primento de onda dual de 20 segundos proporcionaram aper— 
feigoamentos na covariagao comparada a medigao do compri- 
mento de onda simples nos limites de 25-326 mg/dl (Tabelas 
3 e 4) 

2» Comprimento de onda dual? resultado de 20 vs, 30 segundos: 
A covariagao media para um resultado de 20 segundos nos li 
mites entre 25-100 mg/dl e quase identica a leitura de 30 
segundos, 4,2% vs. 4,1%. Contudo , a 3^6 mg/dl, a leitura 
de 30 segundos tern uma covariagao de 2,1% e o resultado de 
20 segundos uma covariagao de 4,5%» Como se observou na 
curva de resposta K/S— 20, a inclinaQao come g a a diminuir 
precisamente acima de 250 mg/dl. Isto conduz a fraca repro 
dutibilidade em nxveis de glicose superiores a 300 para o 
resultado de 20 segundos. A partir destes dados de reprodu 
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tibilidade a separagao para o resultado de 20 segundos es- 
ta algures entre 100 e 326 mg/dl. Mais tarde determinou-se 
uma separa9ao a 250 mg/dl a partir dos resultados do estu— 
do de recupera^ao desenvolvido no Exemplo II* 

3* Dimensao da abertura S Efectuaram-se pesquizas com uma di- 
mensao mais pequena de abertura da Sptica, 3>0 mm. A expe- 
riencia inicial utilizando uma amostra de disco manualmen- 
te humedecida em 10 repetiQoes mostraram covariaQoes aper- 
fei9oadas com uma abertura de 3,0 mm , aparentemente devido 
a registo mais facil com a Sptica do sistema. Contudo ) quan 
do se utilizou a membrana cillndrica feita a maquina » a mS 
dia (Tabela 5) <*a maior abertura* 4,7 mm, £o± 3*9% vs. uma 
covaria9ao media * para a abertura de 3>0 mm) de 5>1%* Es*e 
aumento de 30% deveu-se provavelmente a superflcie irregu- 
lar do lote de membranas circulares conforme referido mais 
adiante. 



EXEMPLO II 
Recuperagao * 

Testou-se sangue de 36 dadores para compara- 
9ao do presente mStodo preferido denominado MPX com urn mStodo 
caracterlstico da t&cnica anterior que utilisa um analisador 
de glicose Yellow Springs Instrument Model 23A fabricado pela 
Yellow Springs Instrument Co., Yellow Springs, Ohio (YSI). 
Dividiram-se os dadores em homens e mulheres e ordenaram-se 
a partir de 35 a 55% em hematScrito. Utilizaram-se as amostras 
de sangue dentro das 30 horas de recolha, com heparina de l£— 
tio como anti— coagulante. Dividiu— se cada amostra em allquo— 
tas e refor^ou- se com glucose para proporcionar 152 amostras 
na varia9ao de 0-700 mg/dl de glicose. Testou-se cada amostra 
em duplicado num total de 30k pontos de dados. Blaboraram— se 
as curvas de resposta pela equaQao apropriada (veja-se as ta— 
belas 1 e 2). Registaram-se entao os valores de glicose do 
MPX vs. 0s valores do YSI para proporcionar diagramas de var— 
rimento , como se pode observar nas Figuras 6a e 6b para o sis 
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tema de comprimento de onda simples > e 7a atS 7d para o siste 
ma de comprimento de onda dual* 

Compara<?ao dos sistemas de MPX: Para os dois perxodos de rae- 
digao de 20 segundos e 30 segundos ha visualmente mais disper 
sao nos diagramas de varrimento de comprimento de onda simples 
do que nos diagramas de varrimento do comprimento de onda dual 
A leitura de 20 segundos torna-se mais dispersa acima dos 250 
mg/dl mas a medi<jao de 30 segundos nao apresenta ampla disper 
sao atfe que o nivel de glicose seja superior a 500 mg/dl* 



Estes diagramas de varrimento fotam quantifi- 
cados por determina^ao dos desvios do YSI em varias variaQoes 
de glicose* • Obtiveram-se os resultados a seguir indicados. 

TABELA 6 



Exactidao do sistema MPX a partir de dados da recupera9ao 

Medi^ao do MPX *D.P* (mg/dl) C.V. para varia- 

Comprimento de onda Perlodo ^50 ^5©ft 5 0 



Simples 


20 


±5,6 


7,2 


14,5 




Simples 


30 


+6,9 


7,1 


8,8 


10,2 


Dual 


20 


+2,3 


5,3 


12,8 


mm 


Dual 


30 


+2,19 


5,5 


8,4 





* = De svio padrao 
** - Estas sao covaria<?oes inter— mStodos 

Note-se que: 

a* 0 sistema de comprimento de onda dual apresenta resultados 
que variaram 30% abaixo do sistema de comprimento de onda 
simples* 

b« 0 sistema de comprimento de onda simples* a partir de 0-50 
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mg/dl, apresentou urn desvio padrao de i6— 7 mg/dl enquanto 
que o desvio padrao para uma medi^ao de comprimento de on— 
da dual fox apenas de ±2,2 mg/dl. 

c. A separa9ao para uma med±9ao de MPX de 3° segundos e de 
250 mg/dl. Para a varia<?ao 50-250 mg/dl as duas mediqoes 
de 20 e 30 segundos apresentara covaria9oes inter-metodos 
semelhantes (aproximadamente 7% para comprimento de onda 
simples, 5>5% para comprimento de onda dual). Contudo » nos 
limites de 250-450 mg/dl as covariaQoes inter-metodos mais 
do que duplicam para a leitura de 20 segundos para 14,5% 
para o comprimento de onda simples e 12,8% para o compri- 
mento de onda dual 

d. A leitura de 30 segundos foi inutiliz&vel acima de 450 mg/ 
dl para as duas medigoes de comprimento de onda simples e 
dual (covariaeoes de 10,2% e 8,4%). 

Mr 

Em conclusao , os dois sistemas de MPX apresen 
tarn Sptima quantifica?ao nos limites de 0—450 mg/dl. 

1. Si sterna MPX — Comprimento de onda dual de 30 segundos: Es— 
te sistema de comprimento de onda dual proporciona urn pe- 
rlodo de medi9ao de 30 segundos com um limire de confianga 
de 95% (ddfinido como a probabilidade de uma medisao que 
se encontra em ±2 de Desvio Padrao da leitura do YSI) de 
uma covaria9ao de 11,3% para 50-450 mg/dl (Tabela 7) e 
+4,4 mg/dl (Desvio padrao para 0-50 mg/dl. 

2. Sistema MPX — Comprimento de onda dual de 30/20 segundos? 
Este sistema de comprimento de onda dual proporciona um pe 
riodo de medi9ao de 20 segundos nos limites de 0-250 mg/dl 
e um perlodo de 30 segundos para os limites de 250—450. 0s 
limites de confianga de 95% sao quase identicos ao sistema 
MPX de comprimento de onda dual de 30 segundos (Tabela 7)> 
11,1% de covaria9ao para 50-450 mg/dl e +4 , 6 mg/dl (Desvio 
Padrao) para 0-50 mg/dl. 
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T ABE LA 7 

ComparaQao de limites de confianQa de 95% para o sistema MPX, 
Tiras de reagent e de GlucoScan Plus e Accu- Check bQ S3C3£S 

Variagao da Comprimento de onda Comprimento de onda dual 

medigao simples de MPX de MPX 

mg/dl 20 seg* 30 seg. 20 seg« 30 seg« 

0-50 11 9 2 mg/dl 13 > 8 mg/dl 4,6 mg/dl 4,4 mg/dl 

50-250 14,4 14,2 10,6 11,0 

250-450 - 17*6 - 11,6 

77-405 s GlucoScan Plus (Drexler Clinical) 15 > 9% 

77-405 - Accu-Chek bG (Drexler Clinical) 10,7% 
50-450 b Hibrida dual de 20/30 seg* em Sistema MPX 11,1% 
50-450 s Comprimento de onda Dual de 30 seg. em 

Sistema MPX 11,3% 

Os limites de confian<?a para MPX encontraram-se a partir 
de YSI. Os limites de confianQa para o GlucoScan Plus e 
Accu-Chek bG encontraram-se a partir da equaSao de regres 
sao vs. YSI que elimina a inclinagao devida a pequenas d% 
feren^as na calibragem 



EXEMPLO III 



Estabilidade: 

A maior parte do trabalho de graduasao de ni- 

veis desenvolvido na optimiza^ao da estabilidade foi comple- 

TM 

mentado com a utilizagao de discos de membrana Posidyne de 
0,8 jx humedecidos manualmente. Estabeleceu— se previamente a 
formula9ao corante/enzima especlfica* 

!• Estabilidade a Temperatura Ambiente l Este estudo tentou de 
monstrar graficamente qualquer alteraQao na resposta do re 
agente da membrana de Posidyne de 0,8 ji armazenada a l8°C- 
-20°C sobre dissecante de gel de sllica# Ap6s 2,5 meses 
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nao ise verificou alteraQao notoria conforme se mediu pela 
resposta <ie uma amostra a temperatura ambient e vs. a res- 
post a de uma amostra armazenada a 5°C. Cada medi^ao repre- 
sent ava uma variaQao de glicose de 0-450 mg/dl. 

2. Estabilidade a 37°C : Desenvolveu-se urn estudo da estabili- 
dade utilizando o mesmo reagente do estudo a temperatura 
ambient e. As diferemjas dos valores de glicose do reagent e 
tratado a 37° C vs. reagent e a temperatura ambient e, para 
tiras tratadas com ou sem adesivo? foram graficamente re- 
presentadas terminado o tempo* Embora os dados fossem rui— 
dosos devido a fraca reprodutibilidade das tiras manuals) 
a estabilidade foi excelente para tiras quer fossem trata- 
das com ou sem adesivot 

3* Estabilidade a 56°C : Desenvolveram-se 8 estudo s de estabi- 
lidade de 5 a 6 dias utilizando preparaQoes diTerentes de 
uma formula?ao semelhante sobre uma membrana de disco (Ta— 
bela 8). Para o nivel de teste de glicose baixo (80-100 mg/ 
dl) o valor de glicose medio desceu sobre pressao em 3,4% 
sendo a descida mais elevada de 9*55%* Para o nivel de tes 
te elevado (280-320 mg/dl) a leitura de glicose diminuiu 
em media 3*^%> sendo a diminuisao mais elevada de 10,0%. 



T ABE If A 8 



Estabilidade de pH s 4,0, Reagente de disco de Posidyne de 0,8j 
Formula9ao tratada durante 5 dias a 6 dias a 56°C 

% da diferensa (56°C vs. Amostra a Temperatura 

Ambienie) 

Amostra No YS1 (80-100 mg/dl) YS1 (286-320 mg/dl) — 



FJ22B 


-6,25 


+5»4 


FJ27A 


-4,0 


-5,14 


FJ28B 


-2,4 


-5,3 


FJ30H 


-9,55 


-10,0 


FJ31C 


+4,43 


-1,24 


FJ36 


-3>2 


-8,5 
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FJ48B* -3,0 0,0 

GM48A* -3,0 -2,5 

Media de 8 -3,4 -3,4 

Estas duas amostras contem duas vezes a concentraQao normal 
de enzima e corante. 

Um estudo do tratamento desta raembrana a 56°C» 
passado um periodo de 19 dias* nao apresentou diferengas si— 
gnificativas para tiras tratadas com ou sem adesivo. Nos dois 
casos a diminui<?ao em 19 dias no valor da glicose fox infe- 
rior a 15% em nlveis de teste foaixo (80-100 mg/dl) e tamb&m 
a 300 mg/dl. 

Concluiu— se um outro estudo a 56° C utilizando 
uma membrana de Posidyne de 0 9 8 ji com o dobro da concentra 
Qao normal de enzima e corante. Efectuaram~se duas prepa- 
ra9oes separadas da mesma formula9ao e mediu— se a estabili— 
dade apos um periodo de 14 dias. Compararam-se a mSdia dos 
resultados dos dois estudos. Encontraram-se alteraQoes entre 
t 0% apos o periodo de 14 dias nos dois nlveis de teste de 
glicose alto e baixo. 



EXEMPLOIV 

Dimensao da Amostra 

As caracterxsticas de dimensao da amostra pa- 
ra o si sterna MPX estao represent ados na Tabela 9 

TABELrA 9 



Efeito da Dimensao da Amostra nas Medicoes do Sistema MPX 

Dimensao da Comprimento de Comprimento de onda simples 
Amostra (ul) onda dual 



YSI = 56 

41 50 39 31 40 31 42 30 19 30 
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TABELA 9 ( continuaQao ) 



4 


44 


49 


49 


49 


48 


41 


45 


44 


45 


44 


5 


54 


48 


49 


51 


50 


50 


49 


48 


49 


49 


10 


48 


48 


50 


47 


48 


54 


53 


56 


55 


54 


20 


49 


49 


49 


50 


49 


55 


57 


58 


60 


58 








YSI 


= 360 














3 


301 


260 


276 


286 


280 


274 


232 


244 


260 


252 


4 


383 


378 


367 


34l 


367 


361 


356 


342 


318 


344 


5 


398 


402 


382 


370 


388 


378 


387 


366 


351 


370 


10 


364 


362 


378 


368 


368 


356 


358 


379 


369 


366 


20 


375 


370 


380 


378 


376 


380 


382 


389 


385 


384 



Os volumes referidos na Tabela foram transfe- 

ridos para a almofada de reagente 10 representa na Figura 1> 

utilizando uma micropipeta. Quando se aplica sangue de uma pi 

0* 

cada no dedo para uma tira> a totalidade da amostra nao pode 

*« 

ser transfer! da. Assim* os volumes listados aqui nao represen 
tarn a dimensao da totalidade da amostra necessaria a ser es- 
premida de urn dedo para analise. Uma amostra de 3 & o mini 
mo necessario para cobrir por completo o cxrculo da almofada 
de reagente* Isto nao proporciona amostra suficiente para sa- 
turar por completo a almofada de reagente e o sistema MPX> 
quer a comprimentos de onda somples ou dual) apresenta fracos 
result ados* Uma amostra de 4 jil mal satura a almofada de re- 
agente 9 enquanto uma amostra de 5 /*! & claramente apropriada. 
Uma amostra de 10 ^xl $ uma grande gota brilhante e uma amos- 
tra de 20 ul & uma gota muito grande e e &6 provavelmente uti 
lizada quando o sangue de uma pipeta se utiliza para consti- 
tuir amostras* 

Na concentra^ao de glicose mais baixa o resul 
tado do comprimento de onda simples apresenta alguma dependen 
cia da dimensao da amostra? que & completament e eliminada uti 
lizando a medi^ao de comprimento de onda dual. Embora esta de 
pendencia com o comprimento de onda simples possa ser conside 
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rada aceitavel? & claramente indesejavel. 
EXEMPLO V 



Reprodutibilidade : 

Efectuaram-se sempre com repetiQao as medi- 
Qoes experimental s descritas anteriormente? normalmente 2> 3 
ou k determinates por ponto de dados. Estes conjuntos apre- 
sentaram sempre intima concordancia mesmo em amostras com no- 
vels extremos de oxig&nio e hematocritos* As covariagoes apre 
sentaram-se bem abaixo dos l*arece assim que a reprodutibi 

lidade % muito boa a excelente. 

A materia da presente inven^ao & produzida 
por muitos comercialmente ou tern sido descrita na literatura. 
Os protocolos sao simples e requerem pouca especialidade te- 
cnica e estao relativamente livres de erro do operador. Os 
testes podem ser efectuados rapidaraente. Utilizam reagentes 
nao dispendiosos e relativamente inofensivos? consideraQoes 
importantes para os materials utilizados em casa. 0 utiliza- 
dor obtem resultados que podem ser interpretados e utilizados 
em con junto com uma terapia de manutengao. Alem disto* os re- 
agentes apresentam longa durabilidade > pelo que os resultados 
obtidos serao de confian^a durante longos perxodos de tempo. 
0 equipamento % simples e seguro e substancialmente automati- 
co. 

Todas as patentes e outras publicaQoes espefci 
ficamente identif icadas com esta descrigao sao indicadoras do 
nivel de especialidade dos peritos comuns da t&cnica em que a 
presente inven$ao se inclui e se en con tram aqui individualmen 
te incorporados por referenda ao mesmo ambito ? como acontece 
ria se cada referenda fosse espectfica e individualmente in— 
corporada por referenda. 

Estando agora a presente inven?ao descrita na 
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totalidade* sera aparente para urn perito da tecnica comum que 
se podem fazer muitas modifica^oes e alteracoes sem partir do 
espirxto e do ambito da presente invengao conforme se defini- 
ram nas reivindica9oes que se seguenu 



REIVINDICACOES 



Processo para posicionar uma fita reagente 
possuindo urn entalhe numa das suas extremidades e uma perfura 
cao centralizada 5 com urn equipamento de leitura de reflectan- 
c±a que possui uma haste adjacente a urn dispositivo de leitu- 
ra 6ptica> caracterizado por5 

se ajustar o referido entalhe da fita reagen- 
te contra a referida haste do dispositivo de leitura de refle 
ctancia) de modo que o referido entalhe possa rodar em torno 
da haste de modo a fazer com que a perfuracao centralizada se 
ja colocada sobre o referido dispositivo de leitura optica. 



Processo de acordo com a reivindicagao 1* ca- 
racterizado por o dispositivo de leitura de reflectancia pos- 
suir urn canal em cascata com o referido entalhe* estando a 
haste localizada no interior desse canal e englobando ainda a 
fita reagente uma lamina rectangular fina e estreita com uma 
largura identica a do referido canal e possuindo duas extremi 
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dadesj estando o referido entalhe localizado na primeira das 
referidas extremidadesj e por adicionalraente se co;locar a re- 
ferida lamina rectangular no canal referido ap6s ajustamento 
do entalhe a referida haste 9 de modo que a colocasao no refe- 
rido canal proporciona o ajustamento do dispositivo de leitu— 
ra 6ptico sob a perfura^ao centralizada colocada no referido 
canal* 

I - 3* - 

Processo para alinhar uma fita reagente pos- 
suindo urn entalhe numa das suas extremidades e uma perfura^ao 
I centralizada com um dispositivo de leitura de ref lectancia pos 
I suindo um dispositivo de leitura 6ptica por baixo de um canal 
que possui aproxiraadamente a mesma largura da referida fita 
reagente> possuindo ainda esse canal uma haste numa das suas 
extremidades 5 caract erizado por se colocar a fita no referido 
canal e por permitir o ajustamento do referido entalhe a has- 
te? rodando depois a referida fita em torno da haste de-modo 
que a perfurasao centralizada fique colocada sobre o referido 
dispositivo de leitura optica > ficando a fita reagente bem co 
locada no referido canal* 

Processo para cronometrar uma medisao num dis 
positivo de leitura de ref lectancia » caracterizado por! 

se fazer pelo menos uma primeira leitura de re 
f lectancia Sptica a partir de uma primeira superficie de uma 
matriz porosa numa fita reagente 9 antes da aplica9ao de uma 
amostra a segunda superficie da referida matriz* 

se fazer pelo menos uma leitura de reflectan— 
cia adicional a partir da referida primeira superficie » e 
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se comparar a referida leitura de reflectan- 
cia adicional com a primeira leitura de reflectancia e se ini 
ciar a mediQao do tempo ap6s uma queda pr^-determinada na re- 
flectancia resultante do facto de a referida amostra atingir 
a referida primeira superflcie. 

- 5* - 

Processo de acordo com a reivindicaQao 4» ca- 
racterizado por se fazer pelo menos uma medisao da leitura de 
reflectancia num momento prfe-determinado depois de a referida 
leitura adicional de reflectancia diferir do referido valor 
de reflectancia pelo valor da diferen^a prfe-determinada. 

- 6a - 

Processo de acordo com a reivindicaQao 5 9 ca- 
racterizado por a referida superficie se encontrar inicialmen 
te seca e por a referida leitura de reflectancia adicional di 
ferir do referido primeiro valor de reflectancia quando urn 
meio de ensaio liquido constituido por uma tinta misturada 
com o sangue penetra na referida primeira superficie da refe- 
rida matrizt 

Processo de acordo com a reivindica^ao 6> ca- 
racterizado por a referida tinta precursora ser uma combina- 
$ao de glicose oxidase* peroxidase e de um corante MBTH-DMAB 
(cloridrato de 3-metil-2-benzo-tiazolinona hidrazona e acido 
3— dimetil— amino— benzSico ) • 
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Processo de acordo com a reivindicacao 6* ca- 
racterizado por o referido tempo prS-determinado ser pelo me- 
nos 20 segundost 



- 9 ± - 

Processo de acordo com a reivindica^ao b) ca- 
racterizado por o referido tempo pr&— det erminado ser de pelo 
menos JO segundost 

• 10 a - 



Processo de acordo com a reivindicacao o* ca- 
racterizado por o referido tempo pre-det erminado ser no mSxi- 
mo de 3° segundos. 

- lia - 



Processo para normalizar a comutacao de refle 
ctancia num sistema que possui um leitor 5ptico susceptivel 
de ler a reflectancia da luz emitida por uma diversidade de 
diodos emissores de luz (L*ED)> sendo essa luz reflectida para 
o referido leitor Sptico a partir de uma membrana porosa? ca- 
racterizado por: 

se explorar a referida membrana porosa a pro- 
cura de uma leitura de reflectancia da intensidade dos referi 
dos I*EDS antes de se colocar uma amostra de ensaioi 

se introduzir a referida leitura nos meios de 
controlO) sendo esses meios de controlo susceptiveis de arma- 
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zenar leituras da intensidade dos referidos LEDS 5 sendo os re 
feridos meios de controlo capazes ainda de igualar a diferen- 
9a entre um par de leituras do LED inicial e subsequent^* e 

se utilizarem os referidos meios de controlo 
para activar a potancia que permite ajustar a intensidade dos 
LEDS para proporcionar a mesma leitura de reflectancia para 
cada LED. 
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Processo para a det ermina<?ao dos nxveis de 
glicose no sangue caracterizado por* 

se colocar uma gota de sangue nutna fita rea- 
gent e i 

se colocar a referida fita nutn aparelho de me 
dida por explora9ao da reflectancia em que o referido apare- 
lho de medida & sensivel a presenQa da amostra de sangue na 
referida fita reagente? iniciando o aparelho de medida por ex 
ploraQao da reflectancia uma sequencia temporal depois de de— 
tectar a presen^a da referida amostra de sangue na fita rea- 
gent e J 

se fazerem mediQoes de reflectancia • (l) a 

partir da luminosidade propria do referido aparelho de medida 

(R^)j (2) antes de a referida fita reagente conter sangue 

(R )> e (3) num momento pre-det erminado (R. ) > e calculando 
seco ^ * 

depois R t em que 

R*t = (R -R )/(R -R ) } 
t b seco b 

utilizando R t para calcular K/S— t s em que se define K/S— t co 
mo 

(l-P*t) 2 /(2xR 9E t) ; e 

»e calcularem os niveis de glicose a partir do referido valor 
K/S-t. 

- 13a - 
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Processo de acordo com a reivindi cacao 12 » ca 
racterlzado por o tempo pre— det erminado ser de 20 segundos e 
por se definir o nivel de glicose do modo seguinte! — 55»75 + 
+ 0.1632 x (K/S-t) - (5.765 x 10" 5 ) x (K/S-t) 2 + (2.58 x 
x lO" 8 ) x (K/S-t) 3 . 

- 14a - 

Processo de acordo com a reivindi ca^ao 12 9 ca 
racterizado por o tempo pr6-determinado ser de 30 segundos e 
o nivel de glicose ser definido do modo seguinte: -55*25 + 
+ 0.133* x (K/S-t) - (2.241 x 10~ 5 ) x (K/S-t) 2 + (1.20 x 
x!0~ 8 ) x (K/S-t) 3 . 

- 15& - 

Processo para a determina9ao de nxveis de gli 
cose no sangue caracterizado por: 

se colocar uma gota de sangue nu a fita rea- 

gentej 

se colocar a referida Tit a num aparelho de me 
dida por exploraSao da reflectancia 5 sendo o referido apare- 
lho de medida sensivel a presen^a da amostra de sangue na re- 
ferida fita reagentej iniciando o aparelho de medida por ex- 
ploraQao de reflectancia uma sequencia temporal depois de de- 
tectar a presen9a da referida amostra de sangue na fita rea- 
gent e> 

se fazerem mediQoes de reflectancia: (1) a 
partir da luminosidade propria do referido aparelho de medida 
(R^)} (2) antes da referida fita reagente conter sangue 
(R geco )> (3) decorridos 15 segundos apSs a fita reagente con- 
ter sangue (R^)} © (4) num momento final pre- det erminado (Rj.)} 

se utilizarem as referidas leituras para cal- 
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cular R*15 e R K t de acordo com as propriedades seguintesS 

R«l 5 = (R 15 - H b )/(R. eco - V 

*"* = < R t - V /(R seco " V » 
se calcularem os niveis K/S^ e K/S^ , sen do 
os referidos niveis definidos do modo seguintei 

K/S IC; = (l-R*I5) 2 /(2xR*15) 

K/S t = (l-R x t) 2 /(2xR 3£ t); 

se normalizar o referido valor K/S 1C . para se 

15 

chegar a urn valor K /^ 1 5n de£4irii(io P or 

K/S 15n = (1 ' 54 x K/S i5 ) - °> 1 333i 

se chegar a urn valor K)S^^^ definido por 

K/S t/15 = K/S t - K/S^J e 

se utilizar o referido valor para cal 

cular os referidos niveis de glicose. 



- l6s - 



Processo de acordo com a reivindicagao 15 > ca 
racterizado por o tempo pre-det erminado ser de 20 segundos e 
por se definir o referido nivel de glicose do modo seguintei 

-0,01388 + O,lo64 x < K /S t / 15 ) + (6,259 x 10~ 5 ) x 

x (K/S t/15 ) 2 -(6,12 x 10~ 8 ) x (K/S t/15 ) 3 + 

+ (3»21 x 10~ 1X ) x (^/S t/15 ) 4 - 
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Processo de acordo com a reivindica^ao 15 * ca 
racterizado por o referido tempo predet erminado ser de 30 se- 
gundos e se definir o referido nivel de glicose (YSI) do modo 
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seguinte: 1*099 + 0,05235 x { K / s t / i5 > + (l»229 x 10 ) x 
x (K/S t/15 ) 2 - (5.83 x 10~ 8 ) x (K/S t/15 ) 3 + 
+ (1,30 x lO^ 11 ) x (K/S t/15 ) 4 . 
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Processo de acordo com qualquer das reivindi— 
cacoes anterioresj caracterizado por a referida fita reagent e 
ser constituida por uma matriz porosa 5 

urn sistema gerador de sinal na referida ma- 
triz porosa para reaccao com a amostra de sangue completoj e 

uma aba ligada a referida matriz porosa para 
manusear a referida fita reagexite apos a colocaQao da amostra 
de sangue na matriz poro sa« 
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Processo de acordo com a reivindi cacao lo, ca 
racterizado por a referida matriz porosa ser constituida por 
uma membrana hidrofilica a qual contem aberturas com dimen- 
soes entre 0,6 mi era e 1,0 micron. 
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Processo de acordo com a reivindi cacao lo, ca 
racterizado por o referido sistema gerador de sinal ser cons- 
tituldo por glicose oxidase, peroxidase e urn indicador corante 
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- 52 - 



Processo de acordo com a reivindica9ao 20 9 ca 
racterizado por o referido indicador corante ser urn indicador 
MBTH— DMAB (cloridrato de 3-metil-2-benzo-tiazolinona hidrazo- 
na e acido 3-dimetil-amino-benzoico ) . 
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Processo de acordo com a reivindicaQao lo, ca 
racterizado por a referida matriz porosa ser mantida de forma 
estavel com um valor de pH inferior a 4*8 e numa solugao ci- 
trate a 10% aproximadamente» 
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Processo de acordo com a reivindicasao 22 * ca 
racterizado por a referida matriz porosa ser mantida de uma 
forma estavel para valores de pH proxiraos de 4,0. 
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Processo de acordo com qualquer das reivindi- 
ca9oes anteriores para a medigao de glicose numa amostra de 
sangue completo em que a referida fita reagente esta adaptada 
para coioca<?ao no equipamento de leitura de reflectancia* ca— 
racterizado por a referida fita ser constituida por: 

uma mambrana hidrof ilica porosa possuindo po- 
ros com dimensoes entre 0,6 micra e 1,0 micron aproximadament e 

um sistema gerador de sinal de glicose oxida- 
se » peroxidase e um indicador corante incorporado na referida 
membrana para reac$ao com a amostra de sangue completo J e 

uma aba ligada a referida matriz porosa para 
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manusear a referida fita reagente depois da colocaQao da araos 
tra de sangue na matriz porosa# 



- 25 s - 

Processo de acordo com a reivindicaQao 24, ca 
racterizado por se manter a fita reagente com urn valor de pH 
inferior a 4,8 e numa solu^ao de citrato a 10% aproximadamen- 
te. 

- 26a - 

Processo de acordo com a reivindica<?ao 25 > ca 
racterizado por o valor do pH ser cerca de 4,0. 

- 27^ - 

Processo de acordo com a reivindica$ao 24, ca 
racterizado por o referido indicador corante ser um indicador 
MBTH-DMAB. 

- 28a - 

Processo de acordo com a reivindica^ao 24, ca 
racterizado por se manter a membrana hidroxilica numa soluQao 
de poliamida com uma carga positiva e por conter pelo menos 
dois lados lisos, estando o primeiro dos referidos lados liga 
do a referida aba» sendo possxvel colocar a amostra do sangue 
no referido primeiro lado de modo que a amostra migre para o 
segundo dos referidos lados- 
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Processo de acordo com a reivindicaQao 24 ? ca 
racterizado por a referida aba ser constituida por uma lamina 
rectangular que possui duas extremidadeS) contando a lamina 
rectangular uma perfura^ao centralizada para ligasao a referi 
da membrana porosa> e possuindo a referida lamina rectangular 
um entalhe cortado numa das referidas extremidadest 

Processo de acordo com a reivindicaQao 29* ca 
racterizado por o referido entalhe ser susceptivel de ajusta- 
mento a uma haste sobre o dispositivo de leitura de reflectan 
cia para garantir um alinhamento repetitivo da referida mem- 
brana sobre um leitor de reflectancia. 

Processo de acordo com a reivindica9ao 29? ca 
racterizado por a referida membrana hidrofilica conter dois 
lados lisoS) estando o primeiro dos referidos lados lisos da 
membrana ligado a referida aba na perfura$ao centralizada 9 e 
sendo posslvel inserir a amostra de sangue no primeiro lado 
da membrana atraves da referida perfura<?ao de modo que a amos 
tra migre para o segundo lado da membrana lisa. 

- 32^ - 

Processo de acordo com a reivindlcacao 31> ca 
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racterizado por a referida fita reagente estar preparada para 
leitura pelo aparelho de medigao de reflectancia apos satura- 
Qao do referido segundo lado da membrana lisa* 

- 33^ - 

Processo de acordo com a reivindica^ao 32 > ca 
racterizado por o referido segundo lado da membrana lisa pos- 
suir uma area compreendida aproximadamente entre 10 mm^ e 50 
mm 2 . 

Processo de acordo com a reivindica9ao 33? ca 
racterizado por o referido segundo lado da membrana lisa pos- 
suir um diametro compreendido aproximadamente entre 2 mm e 10 
mm* 

_ 35 a - 

Processo de acordo com a reivindica<?ao 32? ca 
racterizado por o referido segundo lado da membrana se en con— 
trar preparado para leitura pelo equipamento de medigao de re 
flectancia depois da colocagao de um volume compreendido apro 
ximadamente entre 5 microlitros e 10 microlitros de araostra 
de sangue sobre a referida membrana bidrof ilica. 

mi 

Processo de acordo com a reivindica<?ao 32* ca 
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racterizado por o referido segundo la do da membrana se en con— 
trar preparado para leitura pelo referido segundo lado da mem 
brana lisa sem separa^ao da amostra de sangue nas suas partes 
component es. 
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Processo de acordo com a reivindi cacao 3 s ? c & 
racterizado por o referido segundo lado da membrana se encon- 
trar preparado para leitura apos colocacao de urn volume limiar 
da referida amostra de sangue sobre a membrana bidrofilica * 
sendo a fit a reagent e susceptivel de ler a amostra de sangue 
apesar do volume dessa amostra na fita reagent e ficar acima 
do referido volume limiar • 
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Processo de acordo com a reivindicacao 37? ca 
racterizado por o referido volume limiar estar compreendido 
entre 5 microlitros e 10 microlitros da referida amostra de 
sangue completo. 

- 39& - 



Processo de acordo com qualquer das reivindi- 
cacoes anteriores para a medicao de glicose numa amostra de 
sangue completo 9 estando a fita reagente adaptada para coloca 
cao num equipamento de leitura de ref lectancia* caract erizado 
por a referida fita ser constituida pori 

uma aba adaptada para colocacao no referido 
equipamento de leitura de reflectancia? englobando a referida 
aba uma fina lamina rectangular possuindo duas extremidades 
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de cada lado de uma perfura9ao centralizada com urn diametro 
compreendido aproximadamente entre 2 mm e 10 mm 9 em que uma 
das referidas extremidades possui um entalhe que se prolonga 
sensivelmente at& ao meio a partir da referida extremidadei 

por uma membrana hidrofilica porosa que pos- 
sui do is lados lisos est an do um primeiro dos referidos lados 
ligados a aba na perfuragao centralizada * contendo a referida 
membrana -poros que possuem abertura com dimensoes compreendi- 
das entre 0*6 mi era e 1*0 micron J e 

por uma solugao corante incorporada na referi 
da membrana porosa incluindo glicose oxidase * peroxidase e um 
indicador MBTH-DMAB mantendo-se a referida solu^ao corante na 
membrana hidrofilica com valor de pH proximo s de 4 5 8 e numa 
soluQao de citrato de 10%> 

sendo a referida fita reagente susceptlvel de 
medir amostras de sangue completo sem que haja separa<?ao da 
referida amostra nos seus componentes depois de se ter coloca 
do um volume limiar de amostra de sangue na referida membrana 
hidro filica. 
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Processo de acordo com a reivindica^ao 39 > ca 
racterizado por a referida amostra de sangue poder ser coloca 
da atraves da referida perfuragao centralizada sobre o referi 
do primeiro lado da membrana hidrofilica e em que a amostra 
de sangue e susceptlvel de migrar para o referido segundo la- 
do da membrana hidrofilica* podendo as leituras das medidas 
de reflectancia ser efectuadas pelo equipamento de leitura de 
ref lectancia* 

- 4l& _ 



Processo de acordo com a reivindicaQao 40, ca 
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racterizado por o referido volume limiar estar corapreendido 
aproximadamente entre 5 micro litros e 10 microlitros da refe- 
rida amostra de sangue completo. 



A requerente reivindica a prioridade do pedi- 
do nort e-americano apre sent ado em 28 de Abjrxl de 1988 > sob o 
nCimero de serie l87>602« 



Lisboa* 27 de Abril de 1989^ 
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R E SUM O 



"PROCESSO E DISPOSITIVO PARA A DETERMINAQAO COLORIMETRICA DE 
COMPOSTOS QUtMICOS E BIOQUIMICOS (ANALlTICOS) EM FLUIDOS AQUOSOS 

A pre sent e invert gao refere-se a urn processo 
para a deterrainagao da present de urn analito ( component es 
quimicos e bioquimicos em fluidos aquosos) nam flux do ? em con 
junto com di versos component es de urn equipamento especialmen- 
te projectado para executar o processo. 

0 processo implica a realiza^ao de uma leitu- 
ra de reflectancia a partir de uma superficie de uma matriz 
porosa inert e impregnada com urn reagente que ira interactuar 
com o analito (componentes quimicos e bioquimicos em fluidos 
aquosos) para proporcionar um produto de reaccao absorvente 
de luz quando se aplica o fluido que vai ser analizado a ou- 
tra superficie e migra atraves da matriz para a superficie que 
vai ser lida. As medidas de reflectancia sao feitas em dois 
comprimentos de onda separados no sentido de eliminar interfe 
renciasj accionando-se um circuito de cronometragem atraves 
da diminuicao inicial da reflectancia por humedecimento da su 
perficie cuja reflectancia vai ser medida* devido ao fluido 
que passa atraves da matriz inerte. Garante- se a possibilida— 
de de repeticao atraves de uma tecnica de normalizagao adapta 
da a fonte de luz antes de cada leitura* e atraves de um pro- 
cesso de alinharaento executado sobre a fita reagente antes da 
colocacao no aparelho. 0 processo e o aparelho sao particular 
mente adequados para a medicao de nlveis de glicose no sangue 
sem que seja necessario separar do soro e do plasma as celu- 
las vermelhas do sangue. 
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